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RESUMO

Efeitos do treinamento fisico e do destreinamento sobre propriedades moleculares e

mecanicas de cardiomidcitos isolados de ratos normotensos e hipertensos.

Introducdo. O treinamento fisico aerébio provoca beneficios sobre a fungdo cardiaca que
estdo relacionados a adaptagdes celulares e subcelulares. Estudos mostram que o treinamento
fisico aerobio aumenta a expressdo de proteinas reguladoras do transiente intracelular global
de Ca*"([Ca’"])), o transiente de [Ca®]; ¢ a contratilidade de cardiomibcitos isolados do
ventriculo esquerdo de ratos normotensos, embora o destreinamento reverta essas adaptagoes.
Todavia, os efeitos do treinamento fisico e do destreinamento sobre esses pardmetros em
coragdes de ratos hipertensos, ndo sdo conhecidos. Objetivos. Investigar os efeitos do
treinamento fisico aerdébio de baixa intensidade e do destreinamento sobre parametros
cardiovasculares e sobre propriedades moleculares e mecanicas de cardiomidcitos isolados do
ventriculo esquerdo de ratos normotensos e hipertensos. Materiais e Métodos. Ratos Wistar
[peso inicial de 385,3 £ 6,6 g (média + erro padrao da média) e pressdo arterial sistdlica
(PAS) de 110,7 £ 0,5 mmHg] e SHR [Spontaneously Hypertensive Rats (peso inicial de 357,5
+ 4,1 g e PAS de 178,4 £ 1,3 mmHg)] com 16 semanas de idade, foram distribuidos
aleatoriamente em 8 grupos (n=8): NC8 ¢ HC8 — normotensos e hipertensos controles por 8
semanas; NT8 e HT8 — normotensos e hipertensos treinados a 50-60% da velocidade méxima
de corrida em esteira rolante por 8 semanas; NC12 ¢ HC12 — normotensos e hipertensos
controles por 12 semanas; NDT e HDT — normotensos e hipertensos treinados a 50-60% da
velocidade maxima de corrida em esteira rolante por 8 semanas e destreinados por 4 semanas.
A frequéncia cardiaca de repouso (FCR) e a PAS foram determinadas antes e apds os
tratamentos, através de um sensor e pletismografia de cauda, respectivamente. O tempo total
de exercicio até a fadiga (TTF) foi determinado através de um teste de capacidade méaxima
para o exercicio. Apos os tratamentos, a eutanasia dos animais foi realizada através de
deslocamento cervical, seguida de toracotomia. O coracdo foi removido, lavado e canulado
através da artéria aorta em um sistema de perfusdo, sendo que os cardiomidcitos do ventriculo
esquerdo foram isolados através de digestdo enzimadtica (colagenase). Para a determinacdo do
transiente de [Ca®'];, os cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo foram incubados com
o indicador fluorescente de Ca®" Fluo-4 acetoximetil-ester (Fluo-4 AM) e colocados dentro de
uma camara experimental montada em um microscépio confocal. A contratilidade celular foi
determinada através da técnica de alteragdo do comprimento dos cardiomidcitos, usando-se

um sistema de detec¢@o de bordas, com o auxilio de um microscopio invertido. Para ambos os
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experimentos, utilizou-se estimulacdo elétrica de campo (20 V; 1 Hz; ~ 25°C). A expressao
das proteinas reguladoras do transiente de [Ca®']; do ventriculo esquerdo foi realizada através
de Western Blot, e a expressdo dos marcadores de hipertrofia cardiaca patologica através de
reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Resultados. O treinamento fisico
aerobio de baixa intensidade aumentou o TTF (NCS8, 11,4 + 1,5 vs. NTS, 22,5 + 1,4; HCS,
11,7 + 1.4 vs. HTS, 24,5 £ 1.3 min; P < 0.05), diminuiu a FCR (NTS8inicial, 340 + 8 vs.
NT8final, 322 + 10; HT8inicial, 369 + 8 vs. HT8final, 344 = 10 bpm; P <0.05), e diminuiu a
PAS nos animais SHR (HCS, 178,0 + 3,2 vs. HTS, 161,2 + 3,6 mmHg; P < 0,05). Os animais
do grupo HCS apresentaram lentifica¢do do transiente de [Ca*"]; (TPico, 83,7 + 1,8 vs. 71,7 +
2,4; T50%Decaimento, 284,0 + 4,3 vs. 264,0 + 4,1 ms; P < 0.05) e da contratilidade celular
(VContragado, 86,1 + 6,7 vs. 118,6 + 6,7; VRelaxamento, 57,5 = 7,4 vs. 101,3 = 7,4 pm/s; P <
0,05); aumento na expressdo do fator natriurético atrial (FNA) (300%; P < 0,05), a-actina
esquelética (250%; P < 0,05) e uma diminui¢do na razdo a/B-miosina de cadeia pesada (MCP)
(70%; P < 0,05), comparados aos animais do grupo NC8. O programa de corrida aumentou o
transiente de [Ca2+]i (NCS, 2,39 +£ 0,06 vs. NT8, 2,72 + 0, 06; HCS8, 2,28 + 0,05 vs. HTS, 2,82
+ 0,05 F/Fo; P <0,05), a contratilidade celular (NC8, 7,4 + 0,3 vs. NT8, 8,4 + 0,3; HCS, 6,8 +
0,3 vs. HTS, 7,8 = 0,3 % do comprimento celular de repouso; P < 0,05) e normalizou a
expressdo do FNA, a-actina esquelética, ¢ a razdo o/f-MCP no ventriculo esquerdo dos
animais do grupo HT8. Além disso, aumentou a expressio da Ca®" ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA2a) (NC8, 0,93 + 0,15 vs. NT8, 1,49 + 0,14; HCS8, 0,83 + 0,13 vs.
HTS, 1,32 £0,14; P <0,05), a fosforilagdo da fosfolambam no residuo de serina 16 (FLBg16)
(NC8, 0,89 + 0,18 vs. NT8, 1,23 + 0,17; HCS, 0,77 + 0,17 vs. HTS, 1,32 £ 0,16; P < 0.05), e
diminuiu a razao fosfolambam total (FLBt)/SERCA2a (NC8, 1,21 + 0,19 vs. NTS, 0,50 +
0,21; HCS, 1,38 = 0,17 vs. HTS, 0,66 + 0.21; P < 0,05) no ventriculo esquerdo dos animais
treinados. Entretanto, todas essas adaptacdes retornaram aos valores iniciais apos 4 semanas
de destreinamento, tanto nos animais normotensos quanto nos hipertensos. Conclusao. O
treinamento fisico aerébio de baixa intensidade provocou adaptacdes benéficas sobre as
propriedades moleculares e mecénicas de cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de
ratos normotensos e hipertensos. O destreinamento pelo periodo de 4 semanas, reverteu todos

esses beneficios.

Palavras-chave: Atividade fisica; Inatividade; Hipertensdo; Cardiomi6cito; Transiente de

calcio; Marcadores moleculares de hipertrofia
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ABSTRACT

Effects of exercise training and detraining on the molecular and mechanical properties of
isolated cardiomyocytes from normotensive and hypertensive rats.

Introduction. The endurance training induces benefits on cardiac function that are related to
cellular and subcellular adaptations. Studies show that endurance training increases the
expression of transient intracellular global Ca®" ([Ca®];) regulatory proteins, the [Ca*'];
transient and contractility of isolated cardiomyocytes from the left ventricle of normotensive
rats, although detraining reverses these adaptions. However, the effects of endurance training
and detraining on these parameters in hypertensive rat hearts, are not known. Aims. To
investigate the effects of low-intensity endurance training and detraining on cardiovascular
parameters and molecular and mechanical properties of isolated cardiomyocytes from the left
ventricle of normotensive and hypertensive rats. Materials and Methods. Male wistar rats
[initial weight of 385.3 + 6.6 g (mean + standard error of mean) and systolic blood pressure
(SBP) of 110.7 = 0.5 mmHg] and SHR [Spontaneously Hypertensive Rats (initial weight of
357.5+4.1 gand 178.4 £ 1.3 SBP mm Hg)] with 16 weeks of age, were randomly distributed
into 8 groups (n = 8): NC8 and HC8 - normotensive and hypertensive controls for 8 weeks;
NT8 and HT8 - normotensive and hypertensive trained at 50-60% of maximal exercise
capacity on a treadmill for 8 weeks; NC12 and HCI2 - normotensive and hypertensive
controls for 12 weeks; NDT and HDT - normotensive and hypertensive trained at 50-60% of
maximal exercise capacity on a treadmill for 8 weeks and detrained for 4 weeks. The resting
heart rate (RHR) and SBP were measured before and after treatments, using a sensor and tail
plethysmography, respectively. The total exercise time until fatigue (TTF) was determined by
a maximal exercise capacity test. After treatments, the euthanasia of animals was performed
by cervical dislocation followed by thoracotomy. The heart was removed, washed and
cannulated via the aorta on an infusion system, and the left ventricular cardiomyocytes were
isolated using enzymatic digestion (collagenase). To determine the [Ca®]; transient, isolated
cardiomyocytes from the left ventricle were incubated with the Ca®" fluorescent indicator
Fluo-4 acetoxymethyl ester (Fluo-4 AM) and placed inside an experimental chamber mounted
on a confocal microscope. The cell contractility was determined using the technique of
changing the length of cardiomyocytes using an edge detection system, with the aid of an
inverted microscope. For both experiments, we used field electrical stimulation (20 V, 1 Hz, ~

25 ° C). The expression of [Ca*"]; regulatory proteins of the left ventricle was measured by
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Western Blot, and the markers of pathologic cardiac hypertrophy by real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR). Results. Low-intensity endurance training augmented the TTF
(NC8, 11.4 + 1.5 min vs. NT8, 22.5 + 1.4 min; HCS, 11.7 £ 1.4 min vs. HTS, 24.5 + 1.3 min;
P < 0.05), reduced RHR (NTS8initial, 340 + 8 bpm vs. NT8final, 322 + 10 bpm; HT8initial,
369+8 bpm vs. HT8final, 344 + 10 bpm; P < 0.05), and SBP in SHR animals (HC8, 178 + 3
mmHg vs. HT8, 161 + 4 mmHg; P < 0.05). HC8 rats showed a slower [Ca®']; transient
(Tpeak, 83.7 £ 1.8 ms vs. 71.7 £ 2.4 ms; T50%decay, 284.0 + 4.3 ms vs. 264.0 + 4.1 ms;
P<0.05) and cell contractility (Vshortening, 86.1 £ 6.7 pum/s vs. 118.6 = 6.7 pum/s;
Vrelengthening, 57.5 £ 7.4 pm/s vs. 101.3 £ 7.4 pm/s; P < 0.05), and higher expression of
ANF (300%; P < 0.05), skeletal a-actin (250%; P < 0.05) and a decreased o/B-MHC ratio
(70%; P < 0.05) compared to NC8. Exercise training increased [Ca®’]; transient (NC8, 2.39 +
0.06 F/Fy vs. NT8, 2.72 + 0.06 F/Fy; HCS, 2.28 + 0.05 F/F, vs. HTS, 2.82 + 0.05 F/Fo; P <
0.05), cell contractility (NC8, 7.4 £ 0.3 % vs. NT8, 8.4 + 0.3 %; HCS, 6.8 £ 0.3 % vs. HTS,
7.8 £ 0.3 %; P <0.05), and normalized the expression of ANF, skeletal a-actin, and the o/f-
MHC ratio in HT8 rats. Furthermore, augmented the expression of sarcoplasmic reticulum
Ca’" ATPase (SERCA2a) (NCS8, 0.93 £ 0.15 vs. NT8, 1.49 + 0.14; HCS, 0.83 + 0.13 vs. HTS,
1.32 + 0.14; P<0.05), phosphorylation of phospholamban at serine 16 (PLBg16) (NC8, 0.89 +
0.18 vs. NT8, 1.23 £ 0.17; HCS, 0.77 £ 0.17 vs. HTS, 1.32 + 0.16; P<0.05), and reduced the
ratio total phospholamban (PLBt)/SERCA2a (NCS, 1.21 + 0.19 vs. NT8, 0.50 = 0.21; HCS,
1.38 £0.17 vs. HTS, 0.66 + 0.21; P<0.05) in the left ventricle of trained animals. However, all
these adaptations returned to sedentary values within 4 weeks of detraining in both SHR and
normotensive animals. Conclusion. The low-intensity endurance training induces beneficial
adaptations on the molecular and mechanical properties of isolated cardiomyocytes from the
left ventricle of normotensive and hypertensive rats. Detraining for a period of 4 weeks,

reversed all these benefits.

Keywords: Physical Activity; Inactivity; Hypertension; Cardiomyocyte; Calcium transient;

Hypertrophy molecular markers
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1. INTRODUCAO

1.1 — Acoplamento excitacdo-contracio e o transiente intracelular global de Ca™ do

coracio:

O acoplamento excitagdo-contracdo (AEC) do musculo cardiaco € o processo que
compreende desde a excitagcdo elétrica dos cardiomidcitos até a contragdo do coracdo (Bers,
2002).

A capacidade contratil dos cardiomidcitos estd diretamente associada a homeostase do
fon Ca®', que esta envolvido tanto na excitabilidade dos cardiomidcitos, quanto no
desencadeamento de eventos subcelulares, que ativardo os filamentos contrateis, provocando
a contragao celular (Bers, 2001; Bers, 2008).

Durante o potencial de ag¢do cardiaco, ocorre a despolarizagdo do sarcolema, o que
provoca um influxo de Ca®" para o interior dos cardiomiocitos (Fabiato & Fabiato, 1975).
Esse influxo ocorre por meio da abertura de duas classes de canais de Ca®" voltagem-
dependentes, os canais de Ca*" do tipo L e do tipo T (Bers, 2001; Bers, 2008). Essa
movimentagdo, gera uma corrente de entrada de Ca”" (ICa) (Mitra & Morad, 1986), que nos
cardiomiocitos € representada principalmente pela ICa do tipo L, uma vez que a atividade dos
canais de Ca*"do tipo T ¢ baixa em cardiomidcitos ventriculares (Bers, 2002).

Os canais de Ca*" do tipo L, também conhecidos como receptores de dihidropiridina
(DHPR) estao expressos em sua maior parte nos tubulos transversos do sarcolema, com a sua
porcdo intracelular voltada para o reticulo sarcoplasmatico (Scriven et al., 2000). Por outro
lado, a maioria dos canais de Ca>" do tipo T nio esta localizada nas regides de jungio entre o
sarcolema e o reticulo sarcoplasmatico, o que limita sua contribui¢do no processo de AEC
(Bers, 2002).

Dentro da organizagao estrutural do cardiomidcito, entre o sarcolema e a membrana do
reticulo sarcoplasmatico, encontra-se o local denominado de subespaco (Cheng & Lederer,
2008). Na membrana do reticulo sarcoplasmatico, também integrando o subespaco, estd a
unidade liberadora de Ca®", que compreende um grupo especifico de canais, denominados
canais receptores de rianodina (RyR), do tipo 2 nos cardiomiécitos (RyR2) (Bers, 2001). Cada
juncdo entre o sarcolema (tubulos transversos e superficie) e o reticulo sarcoplasmatico,
possui cerca de 10-25 canais de Ca>" tipo L e 100-200 RyR2, constituindo locais ideais para o
acoplamento (Bers, 2008). Os RyR2 sdo estabilizados pela proteina de ligagcdo FKS506

(FKBP12.6), que em situacdes normais, encontra-se incorporada aos RyR2 e previne
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ativagdes andmalas dos canais durante a fase de repouso do ciclo cardiaco (Brillantes et al.,
1994).

Esse arranjo entre os DHPR e os RyR2, juntamente com o subespaco entre eles,
formam o couplon, complexo estrutural e funcional do AEC (Cheng & Lederer, 2008). Todos
esses arranjos funcionais de colocalizagdo e formagdo de microdominios de Ca®" sdo
fundamentais para a eficiéncia do processo de AEC (Berridge, 2006).

O influxo de Ca”" através dos canais do tipo L para o subespaco, estimula a liberagio
de Ca® pelo reticulo sarcoplasmatico, processo conhecido como liberagio de Ca*" induzida
por Ca*" (Fabiato & Fabiato, 1977; Fabiato & Fabiato, 1983). Essa liberagdo de Ca®" do
reticulo sarcoplasmatico para o citoplasma ocorre através dos RyR2 (Nayler et al., 1970). O
Ca®" que entra pelos canais do tipo L, se liga a dois locais especificos nos RyR2, um de baixa
afinidade onde se ligard rapidamente ativando o canal e outro de alta afinidade no qual se
ligard lentamente desativando o canal (Bers, 2001). Além disso, os RyR2 também podem ser
ativados através da fosforilacdo dos residuos de serina 2808, 2809 e 2030 por uma proteina
quinase A (PKA), por meio de uma via dependente de AMP ciclico, além da fosforilagdo dos
residuos de serina 2809 e 2814 por uma proteina quinase II ativada pela via da
Ca’'/calmodulina (CaMKII) (Bers, 2001; Bers, 2006; Bers, 2008).

Essa ativagio dos RyR2, aumenta a liberagio fracional de Ca®" do reticulo
sarcoplasmatico, e provoca aumentos transitorios na concentragio sarcoplasmatica de Ca®’,
que podem variar desde eventos mais discretos, como, por exemplo, as sparks de Ca®’, que
ocorrem quando ha a liberagio de Ca®* em apenas uma unidade liberadora (Cheng et al.,
1993), até eventos menos discretos, como o transiente intracelular global de Ca*" ([Ca*']y),
quando ocorre a liberagdo sicronica de Ca®" de aproximadamente 10.000 unidades liberadoras
(Cheng et al., 1993; Bers, 2001). Durante o transiente de [Ca*'];, a ativagdo dos RyR2 pelo
Ca’" ¢ suficiente para aumentar as concentra¢des sarcoplasmaticas deste ion, fazendo-o variar
de 100 nM na diastole para até um pico de 1 uM na fase sistélica. A combinagdo da entrada
de Ca*" pelo canais do tipo L, ¢ o efluxo de Ca®" pelos RyR2, permitira a ligagdo do Ca®" a
troponina C, o que ativara os filamentos contrateis e provocara a contracdo do cardiomidcito
(Bers, 2001).

Para que ocorra o relaxamento do cardiomidcito, é necessario a dissociagio do Ca**
dos sitios de ligacdo com a troponina C e sua diminui¢do/remocdo do sarcoplasma
(Guatimosim et al., 2002). Essa remog¢do do Ca*" do sarcoplasma durante o relaxamento,

. . s 2+
ocorre por meio de quatro processos que envolvem a isoforma cardiaca da Ca™ ATPase do
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reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a), os canais trocadores de Na'/Ca®" (NCX), a Ca*’
ATPase do sarcolema e a captacdo mitocondrial de Ca’*’, sendo que esses dois ultimos,
conhecidos como “sistemas lentos” de remogao (Bers, 2001). A atividade da SERCA2a ¢ o
principal destes mecanismos (Tada & Katz, 1982), sendo que em cardiomiocitos de ratos,
durante o relaxamento, é responsavel por aproximadamente 92% da recaptagio total de Ca*"
para o interior do reticulo sarcoplasmatico, além do que 7% do total de Ca®" sdo removidos do
sarcoplasma através dos NCX e 1% através dos “sistemas lentos” (Bassani et al., 1994; Bers,
2002). A atividade da SERCA2a ¢ regulada principalmente pelo inibidor enddgeno
fosfolambam (FLB), que, quando esté associada 8 SERCA2a, diminui o transporte de Ca* ¢ a
sua atividade de ATPase (Bers, 2001). Todavia, quando a FLB ¢ fosforilada, ocorre a sua
dissociagdo da SERCAZ2a e, por consequéncia, a remocao da inibi¢cdo por duas vias principais.
A primeira envolve a fosforilagdo do residuo de serina 16 (FLBgei6) pela PKA, por meio de
uma via dependente de AMP ciclico (Kirchberger et al., 1974). A segunda envolve a
fosforilagdo do residuo de treonina 17 (FLBy17) por uma CaMKII (Bassani et al., 1995).

A fosforilagdo da FLB pela PKA (no residuo de serina 16) e pela CaMKII (no residuo
de treonina 17), reverte a inibicdo da FLB sobre a SERCA2a, provocando aumento da taxa de
recaptagio de Ca”" para o reticulo sarcoplasmatico. Além disso, esse processo (principalmente
a fosforilagdo da FLB pela PKA no residuo de serina 16) ¢ o principal mediador do efeito
positivo sobre o inotropismo e lusitropismo cardiaco provocado pela estimulacdo [3-
adrenérgica no musculo cardiaco. O aumento da atividade da SERCA2a e da taxa de
recaptagdo de Ca*" provocadas por essas fosforilagdes, geram um aumento da velocidade de
relaxamento celular, aumento do conteudo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico, e
consequentemente aumento da liberagdo de Ca*" e da contratilidade miocardica (Wegener et
al., 1989; Mattiazzi et al., 2005).

A agdo de bomba do coragdo origina-se de uma acdo coordenada da contracdo dos
cardiomidcitos, e se o volume de eje¢do € alterado em fun¢do do aumento da sobrecarga de
trabalho, a for¢a e amplitude de contracdo de cada cardiomidcito também sera alterada (Bers,
2002, Kemi & Wisloff, 2010).

Diversos trabalhos tém estabelecido relagdes diretas de funcionalidade entre o
mecanismo de AEC em cardiomidcitos e a capacidade aerobia (Wisloff et al., 2001; Kemi et
al., 2004; Kemi et al., 2005; Wisloff et al., 2005; Kemi et al., 2007; Kemi et al., 2008;
Primola-Gomes et al., 2009). Sabe-se que a maior capacidade aerobia esta diretamente

associada a adaptacdes positivas no transiente de [Ca’’], e na contratilidade de
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cardiomiocitos, tanto em modelos de capacidade aerdbia intrinseca (Wisloff et al., 2005;
Primola-Gomes et at., 2009; Quintdo-Junior et al., 2012), quanto nos estudos envolvendo
aumentos da capacidade aerdbia por meio de treinamento fisico (Wisloff et al., 2001; Kemi et
al., 2004; Kemi et al., 2005; Kemi et al., 2007; Kemi et al., 2008a).

Uma das caracteristicas centrais do treinamento fisico regular ¢ a melhoria da funcao
sistolica e diastdlica do coracdo (Ferguson et al., 2001), sendo que a maioria das adaptagdes
cronicas no AEC do coracdo induzidas pelo treinamento fisico, sdo originadas das adaptagdes
celulares e subcelulares observadas nos cardiomiocitos isolados (Diffee, 2004, Kemi et al.,
2008b, Kemi & Wisloff, 2010). Todavia, os efeitos do treinamento fisico sobre o AEC em

cardiomidcitos, durante o processo hipertensivo, sdo pouco conhecidos.

1.2 — Hipertensiao arterial, treinamento fisico e destreinamento: relacées com o

acoplamento excitacio-contracio e o transiente de [Ca2+]i do coracio:

A hipertensdo arterial ¢ uma condi¢do clinica multifatorial caracterizada por niveis
elevados e sustentados de pressdo arterial sanguinea. Tem alta prevaléncia e baixas taxas de
controle, sendo considerada um dos principais fatores de risco modificaveis ¢ um dos mais
importantes problemas de satde publica (Chobanian et al., 2003; Williams, 2009; SBC,
2010).

Em 2001, cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo foram atribuidas a elevagdo da
pressdo arterial, sendo que 54% por acidente vascular encefélico e 46% por doenca isquémica
do coragdo. A maioria desses eventos ocorreu em paises de baixo e médio desenvolvimento
econodmico, ¢ mais da metade em individuos entre 45 e 69 anos (Williams, 2009; SBC, 2010).

Em um trabalho sistematico quantitativo de 2003 a 2008, englobando 44 estudos em
35 paises, foi identificada uma prevaléncia global de hipertensdo arterial de 37,8% em
homens e 32,1% em mulheres (Pereira et al.,, 2009). No Brasil, estudos populacionais nos
ultimos anos apontam uma prevaléncia de hipertensdo arterial acima de 30%, sendo 35,8% na
populagdo masculina e 30% na feminina (SBC, 2010); achados semelhantes a de outros paises
(Pereira et al., 2009).

A hipertensdo arterial estd associada a alteracdes metabolicas gerais, e ao
remodelamento funcional e estrutural de o6rgdos como coragdo, encéfalo e rins, com
consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais, sendo
considerada um dos principais precursores da insuficiéncia cardiaca (Vasan et al., 2001;

Chobanian et al., 2003; SBC, 2010).
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Os estudos sobre a fisiopatologia da hipertensdo arterial foram ampliados pelo uso de
modelos experimentais de hipertensio. E comum a utilizagdo de modelos animais para a
investigacdo e compreensdo dos efeitos da hipertensdo arterial sobre determinados pardmetros
fisiologicos que apresentam limitagdes para serem analisados em seres humanos.

O rato espontaneamente hipertenso (SHR — Spontaneously Hypertensive Rat) ¢ um dos
modelos de hipertensdo arterial utilizado para investigagdes, desenvolvido por Okamoto e
Aoki (1963). Esse modelo apresenta algumas vantagens por imitar a hipertensdo humana
seguindo progressdo semelhante, com a fase de pré-hipertensdo, desenvolvimento e
hipertensdo sustentada por varias semanas. E caracterizado pela presenca de sintomas
previsiveis e controldveis, além de permitir a andlise de parametros cardiovasculares
relevantes (Trippodo & Frohlich, 1981; Doggrell & Brown, 1998). A fase de hipertensao
arterial/hipertrofia cardiaca compensada do SHR inicia-se por volta do 3° més de idade,
enquanto que o inicio da insuficiéncia cardiaca ocorre por volta do 18°-24° més (Hasenfuss,
1998; Doggrell & Brown, 1998).

A hipertensao arterial provoca hipertrofia cardiaca concéntrica patologica, aumento da
espessura da parede ventricular e redugdo da cadmara cardiaca, reexpressao de genes fetais [ex:
fator natriurético atrial (FNA), a-actina esquelética e a f-miosina de cadeia pesada (B-MCP)],
aumento do conteudo de coldgeno com diminuicdo da complacéncia ventricular, reducao da
densidade capilar, apoptose e disfungdes cardiacas, sendo considerada um dos principais
fatores de risco cardiovascular e um dos sinais de mau prognostico, associada com quase
todas as formas de insuficiéncia cardiaca (Levy et al., 1990; McMullen & Jennings, 2007;
Kolwicz et al., 2009; Bernardo et al., 2010).

Por outro lado, a hipertrofia cardiaca provocada pelo exercicio fisico é considerada
fisiologica, caracterizada pela organizagdo normal da estrutura do coracdo, com aumento
proporcional da espessura da parede ventricular e da dimensdo da camara cardiaca, melhoria
da fun¢do cardiaca, aumento da capilarizagdo, reducdo do conteido de colidgeno, sem
presenca de fibrose e/ou apoptose (McMullen & Jennings, 2007; Bernardo et al., 2010;
Ellison et al., 2012). Especificamente, o treinamento fisico do tipo aerdbio (ex: corrida,
nata¢do, ciclismo, etc.), pode aumentar a complacéncia ventricular, o volume diastdlico final,
reduzir a pos-carga e melhorar a producdo de tensdo pelo musculo cardiaco, indicando que
também melhora a func¢do contratil cardiaca intrinseca (Diffee, 2004; Bernardo et al., 2010;
Kemi & Wisloff, 2010; Ellison et al., 2012). O remodelamento cardiaco induzido pelo

exercicio fisico ¢ fundamental por melhorar a capacidade do sistema cardiovascular em
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atender as demandas metabolicas da musculatura esquelética, sendo que a principal resposta
adaptativa que contribui para o maior débito cardiaco observado em individuos treinados ¢ o
aumento no volume de ejecdo (Gledhill et al.,, 1994; Rowland, 2009; Weiner & Baggish,
2012).

A duragdo do estimulo ¢ considerada fundamental na determinagdo da resposta
fenotipica hipertrofica apresentada pelo musculo cardiaco, uma vez que o estimulo para a
hipertrofia cardiaca patoldgica ¢ cronico (ex: hipertensdo arterial), enquanto que o para a
hipertrofia cardiaca fisioldgica ¢ intermitente (ex: exercicio fisico) (Bernardo et al., 2010;
Weeks & McMullen, 2011).

A hipertensdo arterial provoca alteragdes no funcionamento cardiaco, sendo que
anormalidades elétricas e mecanicas ja foram relatadas em cardiomiocitos ventriculares de
ratos SHR (Boluyt et al., 1995; Evans et al., 1995; Shorofsky et al., 1999; Roman-Campos et
al., 2012). Em nivel celular, na fase de hipertensdo arterial/hipertrofia cardiaca compensada
em ratos SHR, foi mostrado que amplitude de contracdo de cardiomidcitos isolados do
ventriculo esquerdo aumenta, enquanto que a duragdo do potencial de acdo, o tempo do
transiente de [Ca’’];, e os tempos de contragdo e relaxamento celular estdo prolongados
(Brooksby et al.,1992; Mcgrossan et al., 2004; Roman-Campos et al, 2012). Uma das
explicacdes para tais achados, seria a diminui¢do da densidade da corrente repolarizante
transitoria de efluxo de K* (Ito) encontrada em cardiomiécitos do ventriculo esquerdo de ratos
SHR, o que prolongaria a duragdo do potencial de acdo nessas cé¢lulas (Benitah et al., 1993;
Hart, 1994; Roman-Campos et al., 2012). Essas alteragdes poderiam expor o coracio
hipertenso a eventos arritmicos (Evans et al., 1995). Por outro lado, com relacdo as proteinas
reguladoras do transiente de [Ca*"]; e moduladoras do ciclo contragio-relaxamento, ndo foram
encontradas diferencas na expressdo da fosfolambam total (FLBt), FLBse16, SERCA2a e
RyR2 no ventriculo esquerdo de animais normotensos ¢ SHR (Shorosfsky et al., 1999;
MacDonell et al., 2005; Kolwicz et al., 2007; Garciarena et al., 2009), enquanto alguns
trabalhos demonstraram aumento da expressdao dos NCX no ventriculo esquerdo associada a
hipertensao arterial (Collins et al., 2005; MacDonell et al., 2005; Garciarena et al., 2009).

Dados epidemiologicos mostram que a pratica de atividade fisica se correlaciona
inversamente com a mortalidade por doenca cardiaca (Vasan et al., 2001; Pescatello et al.,
2004). Nesse contexto, considerando-se que a hipertensdo arterial ¢ fator de risco para tais
doencas, o exercicio fisico tem sido indicado como um tratamento anti-hipertensivo, ndo

farmacologico.
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Um estilo de vida saudavel, associado com a terapia anti-hipertensiva, ¢ recomendado
e indispensavel para o controle adequado dos niveis da pressdo arterial, sendo o exercicio
fisico um componente essencial desses habitos de vida (Chobanian et al., 2003; Pescatello et
al., 2004). Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que o exercicio fisico aerdbio
provoca efeitos benéficos sobre os valores de pressdo arterial e melhora a qualidade de vida
de individuos hipertensos e normotensos (Miyai et al., 2002; Whelton et al., 2002; Tsai et al.,
2004; Sun et al, 2008; Cornelissen & Smart, 2013). De forma geral, para individuos
hipertensos, recomenda-se que a intensidade de exercicio fisico mais efetiva e segura seja de
leve a moderada, entre 40-60% do volume méximo de oxigénio (VOamax) de reserva e/ou da
frequéncia cardiaca maxima (FCpsx) de reserva, preferencialmente todos os dias da semana,
com duracdo minima diaria de 30 minutos de atividades aerdbias que podem ser
suplementadas por atividades de resisténcia muscular (Pescatello et al., 2004; Sharman &
Stowasser, 2009; SBC, 2010).

Os mecanismos responsaveis pela diminuigdo da pressdo arterial em resposta ao
exercicio fisico aerébio incluem adaptagdes estruturais, vasculares e neuro-humorais, como:
diminui¢do da adiposidade, dos niveis plasmaticos de catecolaminas (ex: adrenalina e
noradrenalina) e da resisténcia periférica total, aumento da sensibilidade a insulina e da
sensibilidade barorreflexa de artérias e arteriolas; aumento da producdo de substincias
vasodilatadoras (ex: 6xido nitrico) e diminui¢do da producdo de substincias vasoconstritoras
(ex: renina e angiotensina II) (Pescatello et al., 2004; Hamer et al., 2006). Todos esses
beneficios provocados pelo exercicio fisico aerobio sobre a diminui¢do da pressao arterial sdo
acompanhados por uma melhora fenotipica global do miocardio e por uma regressdo do
remodelamento estrutural e funcional do sistema cardiovascular que ocorre em fun¢do do
processo hipertensivo (Garciarena et al., 2009; Kolwicz et al., 2009; Libonati et al., 2011).

Os efeitos do exercicio fisico sobre a progressdo da hipertensdo arterial e o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca tém sido estudados em animais SHR (Schliiter et
al., 2010). Ja foi relatado na literatura que o treinamento fisico com corrida de intensidade
baixa a moderada melhorou o desempenho inotrépico, a responsividade B-adrenérgica,
aumentou a fosforilagdo de proteinas reguladoras do transiente de [Ca®*']; como os RyR2 ¢ a
FLB, e atenuou disfungdes sistélicas no miocardio de ratas SHR, durante a fase compensada
da hipertrofia induzida pela hipertensao arterial (MacDonell et al., 2005; Kolwicz et al., 2007;
Libonati et al., 2011). O treinamento fisico com natacdo de intensidade baixa a moderada

aumentou a fracdo de encurtamento ventricular, a densidade capilar e diminuiu o contetdo de
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colageno do miocardio de ratos SHR (Garciarena et al., 2009). Além disso, também ja foi
mostrado que o treinamento com corrida de baixa intensidade diminuiu a apoptose e
aumentou o numero de células cardiacas progenitoras no coracdo de ratas SHR (Kolwicz,
2009). Os achados descritos acima suportam a ideia de que o treinamento fisico aerdbio altera
o modelo de remodelamento patolégico do miocardio presente durante o processo
hipertensivo, caracterizado por disfun¢des estruturais e funcionais, para um modelo de
remodelamento fisiologico, que melhora a estrutura e o desempenho miocardico.

Em nivel celular, trabalhos desenvolvidos por nosso grupo e por outros ja
demonstraram que a capacidade para o exercicio fisico estd relacionada ao transiente de
[Ca®]; e & contratilidade em cardiomidcitos ventriculares isolados (Wisloff et al., 2005;
Primola-Gomes et al. 2009; Quintdo-Junior et al., 2012), e que o treinamento fisico aerdbio
melhorou a fung¢do de cardiomiocitos isolados em ratas normotensas (Wisloff et al., 2001;
Natali et al., 2002; Kemi et al., 2004; Kemi et al., 2005; Kemi et al., 2007; Kemi et al., 2008a)
e em ratos SHR (Carneiro-Junior et al., 2010; Roman-Campos et al., 2012).

Foi mostrado que o treinamento fisico aerdbio intervalado de alta intensidade,
aumentou a sensibilidade ao Ca®" ¢ a amplitude de contragdo celular, diminuiu o tempo de
duragdo do transiente de [Ca*"]; e do ciclo contragio-relaxamento de cardiomidcitos isolados
do ventriculo esquerdo de ratas, sendo que essas adaptacdes foram relacionadas com
modificagdes na expressdo de proteinas reguladoras do transiente de [Ca*'];, como aumento
da expressio da SERCA2a (Wisloff et al., 2001; Kemi et al., 2007; Kemi et al., 2008a),
fosforilagdo da FLByy,17 (Kemi et al., 2007), sem alteracdo na expressdo dos niveis da FLBt
(Kemi et al., 2007; Kemi et al., 2008a). Todas essas adaptagdes celulares em resposta ao
exercicio fisico podem contribuir para a melhoria da funcdo cardiaca global. Todavia, os
efeitos do treinamento fisico aerébio de baixa intensidade sobre o transiente de [Ca’]i e a
expressio de proteinas reguladoras do transiente de [Ca*']; em coragdes de ratos expostos a
sobrecarga provocada pela hipertensdo nao sdao conhecidos.

A ciéncia do treinamento esportivo apresenta de acordo com o principio da
reversibilidade, que o exercicio fisico regular provoca vérias adaptagdes morfofisiologicas
que melhoram o desempenho, todavia, a interrup¢ao ou a redugdo significante do treinamento
fisico conduz a uma reversdo parcial ou até mesmo completa dessas adaptacdes. O
destreinamento pode ser definido como a perda parcial ou total das adaptacdes morfologicas,

fisiologicas e do desempenho provocado pelo treinamento fisico, como consequéncia da
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reducdo significante das atividades ou da inatividade (Mujika & Padilla, 2001a; Mujika &
Padilla, 2001b).

Dessa forma, os efeitos do treinamento fisico sobre o sistema cardiovascular, inclusive
sobre o coragdo, sdo reversiveis com o destreinamento. De fato, alguns estudos ja mostraram
que atletas apresentaram regressao de hipertrofia ventricular apos periodos de destreinamento
(Giada et al., 1998; Pellicia et al., 2002). Em animais, Craig et al. (1991) relataram que a
hipertrofia cardiaca observada em ratas submetidas ao treinamento com natacgao, foi revertida
aos niveis basais, apds um periodo de 3 semanas de destreinamento. A bradicardia de repouso
induzida pelo treinamento fisico aerdbio, uma adaptagdo classica do miocardio de individuos
treinados aerobiamente, foi revertida apds 2 semanas de destreinamento em ratos normotensos
treinados (Evangelista et al., 2005). A melhora da fung¢do inotrdpica e lusitrépica de musculos
papilares de ratas treinadas em natacdo, foi revertida apds 2 semanas de destreinamento
(Bocalini et al., 2010).

Em nivel celular, o destreinamento reverteu o aumento da contratilidade de
cardiomiécitos isolados do ventriculo esquerdo de ratas normotensas (Kemi et al., 2004) e de
ratos SHR (Carneiro-Jinior et al., 2010), embora os mecanismos responsaveis por esses
achados nos animais hipertensos, ndo tenham sido esclarecidos. A melhora da capacidade
aerdbia de ratas normotensas foi intimamente associada com o aumento da contratilidade
celular e o transiente de [Ca®]; em cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo durante o
periodo de treinamento intervalado com corrida em esteira de alta intensidade (2-13 semanas),
sendo que todas essas adaptacdes foram revertidas apos o periodo de destreinamento (2-4
semanas) (Kemi et al.,, 2004). Entretanto, até o momento, os efeitos do treinamento fisico
aerdbio de baixa intensidade e do destreinamento, sobre a capacidade fisica, o transiente de
[Ca®]; e a expressdo de proteinas reguladoras do transiente de [Ca*']; no ventriculo esquerdo
de ratos normotensos e hipertensos, ndo foram investigados.

Uma vez que o treinamento fisico aerobio de intensidade baixa a moderada ¢
recomendado como componente essencial e permanente do programa de controle da pressao
arterial em individuos hipertensos (Chobanian et al., 2003; Pescatello et al., 2004), nosso
principal objetivo foi determinar os efeitos do treinamento fisico aerdbio de baixa intensidade
e do destreinamento sobre as propriedades moleculares e mecanicas de cardiomidcitos
isolados do ventriculo esquerdo de ratos normotensos, e hipertensos na fase compensada da
hipertensdo arterial/hipertrofia cardiaca. Esses dados podem fornecer novas informagdes

sobre as adaptacdes celulares e subcelulares em resposta ao treinamento fisico, sobre o



32

comportamento dessas adaptacdes apos o periodo de destreinamento, e destacar a importancia

da manuten¢do de um estilo de vida fisicamente ativo.
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2. OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral:

Investigar os efeitos do treinamento fisico aerdbio de baixa intensidade e do
destreinamento sobre pardmetros cardiovasculares e sobre propriedades moleculares e
mecanicas de cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos normotensos e

hipertensos.

2.2- Objetivos Especificos:

Investigar se um programa de corrida em esteira de baixa intensidade, seguido de um

periodo de destreinamento alteram em ratos normotensos e hipertensos:

- A pressao arterial sistolica (PAS) e a frequéncia cardiaca de repouso (FCR);

- A amplitude e a duracio das fases sistolica e diastélica do transiente de [Ca®']; de
p ¢

cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo;

- A amplitude de contragdo e as velocidades de contracdo e de relaxamento de cardiomidcitos

isolados do ventriculo esquerdo;

- A expressdo das proteinas reguladoras do transiente de [Ca*']; (FLBt, FLBq16, SERCA2a,

NCX) no ventriculo esquerdo;

- A expressdo de genes marcadores de hipertrofia cardiaca patoldgica (a-actina esquelética,

FNA, razdo a-MCP/B-MCP) no ventriculo esquerdo.
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3. MATERIAIS E METODOS:

3.1 - Animais de experimentacio e tratamentos:

Foram utilizados 32 ratos (Rattus norvegicus) Wistar e 32 ratos espontaneamente
hipertensos (SHR - Spontaneously Hypertensive Rats), com 16 semanas de idade. Os animais
foram obtidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde da
Universidade Federal de Vigosa - MG. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com os Principios Eticos elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal
(COBEA). O projeto recebeu aprovagio da Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Vigosa (processo n® 48/2011) (Anexos).

Os animais foram alojados em gaiolas coletivas (4 animais por gaiola), receberam
agua e ragdo comercial ad libitum sendo mantidos em ambiente com temperatura média de
22°C e regime de luminosidade de doze horas de escuriddo e doze horas de claridade. Os
animais foram pesados no primeiro dia de cada semana do periodo experimental, utilizando-se
uma balanga eletronica digital (Marte — Brasil, modelo AS5500C).

Os animais foram aleatoriamente separados em 8 grupos, com 8 animais em cada
grupo, conforme a seguir:

- NC8 (normotenso controle por 8§ semanas): ratos normotensos controles que nido foram
submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas;

- HC8 (hipertenso controle por 8 semanas): ratos hipertensos controles que ndo foram
submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas;

- NT8 (normotenso treinado por 8 semanas): ratos normotensos que foram submetidos ao
treinamento com corrida em esteira por 8 semanas;

- HT8 (hipertenso treinado por 8 semanas): ratos hipertensos que foram submetidos ao
treinamento com corrida em esteira por 8 semanas;

- NCI12 (normotenso controle por 12 semanas): ratos normotensos controles que nao foram
submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 12 semanas;

- HCI12 (hipertenso controle por 12 semanas): ratos hipertensos controles que ndo foram
submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 12 semanas;

- NDT (normotenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas): ratos normotensos que
foram submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas e logo apos,

permaneceram 4 semanas sem treinamento;
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- HDT (hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas): ratos hipertensos que foram
submetidos ao treinamento com corrida em esteira por 8 semanas e logo apds, permaneceram

4 semanas sem treinamento.

3.2 - Programa de treinamento fisico e destreinamento:

O programa de treinamento fisico com corrida foi realizado em uma esteira rolante
(Insight Instrumentos — Ribeirdo Preto, SP, Brasil), 5 dias por semana, 1 hora por dia, durante
8 semanas, no Laboratorio de Biologia do Exercicio do Departamento de Educagdo Fisica da
Universidade Federal de Vigosa.

Antes do inicio do treinamento fisico, todos os animais foram colocados na esteira
rolante para adaptagdo, durante 10 min/dia, 0° de inclinagdo, 0,3 km/h, durante 5 dias. Apds
48 horas, foi realizado o teste na esteira rolante para determinagdo da velocidade maxima de
corrida (VMC), comegando a 0,3 km/h, 0° de inclinagdo, com incrementos de 0,18 km/h a
cada 3 minutos até a fadiga de cada animal de todos os grupos experimentais. O momento da
fadiga foi definido e o teste interrompido quando os animais ndo mantiveram a corrida de
acordo com a velocidade da esteira. A intensidade do protocolo de treinamento foi monitorada
através do aumento progressivo do tempo e da velocidade de corrida, atingindo 1 hora/dia, 0°
de inclinacdo e 50 a 60% da média da VMC dos animais dos grupos NT8, HT§, NDT e HDT
a partir da 3% semana de treinamento até o final da 8* semana (adaptado de Melo et al. 2003;
Moraes-Silva et al. 2010).

Os animais iniciaram o programa de exercicio correndo a intensidade de 50% da
VMC (~ 0,5 a 0,6 km/h), 0° de inclinagdo e 10 minutos no primeiro dia. Na primeira semana,
a duragdo foi aumentada em 5 minutos por dia e a intensidade foi mantida em 50% da VMC.
Na segunda semana, a dura¢do continuou sendo aumentada em 5 minutos e a intensidade em
2% da VMC por dia, de maneira que a partir do primeiro dia da 3* até o final da 4* semana, os
animais correram a uma intensidade de 50 a 60% (~ 0,6 a 0,7 km/h) da VMC durante 60
minutos.

Os testes na esteira rolante para determinacdo da VMC foram realizados em cada
animal de todos os grupos experimentais antes dos tratamentos, e no final da 4* semana nos
animais dos grupos treinados (NT8, HT8, NDT e HDT) para avaliacdo do tempo total de
exercicio até a fadiga (TTF) e redefinicdo da intensidade (velocidade de corrida ~ 0,8 a 0,9

km/h).
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Quarenta e oito horas apds a ultima sessdo de treino, os testes foram repetidos em
todos os animais dos grupos experimentais para avaliacdo dos efeitos do treinamento fisico
por 8 semanas sobre a capacidade de corrida (TTF), e apds a 4* semana de destreinamento nos
animais dos grupos NC12, NDT, HC12 e HDT que permaneceram em suas gaiolas, sem
treinamento, nesse periodo.

Durante o periodo experimental, os animais dos grupos controles NC8, NC12, HCS e
HC12 foram manuseados identicamente, ¢ colocados na esteira rolante 3 dias/semana, 10
min/dia, 0° de inclinagdo a 0,3 km/h. Esse procedimento foi realizado com os animais dos
grupos controles com o objetivo de expor todos as mesmas condi¢cdes experimentais, sendo
que a duragdo e intensidade utilizadas, sdo insuficientes para provocar adaptacdes (Baldwin,

1977).

3.3 - Pressao Arterial Sistélica (PAS) e Frequéncia Cardiaca de Repouso (FCR):

A afericdo da PAS e da FCR de todos os animais foi realizada no inicio e quarenta e
oito horas ap6s o final de cada periodo experimental por meio de sistemas ndo invasivos, sem
utilizacdo de nenhum método anestésico. Por um periodo de cinco dias antes da realizagdo das
medidas cardiovasculares, todos os ratos foram aclimatados aos aparatos e as condigdes
utilizadas para as medidas da PAS e da FCR, durante sessdes diarias. Os registros da PAS e
da FCR foram realizados em dias diferentes, sempre no mesmo horario do dia, em sala
especifica, ambiente calmo, com temperatura e luminosidade devidamente controladas, sem
influéncia de nenhum agente externo.

A medida da PAS foi realizada por método ndo invasivo através de pletismografia de
cauda, com a utilizagdo de pletismografo devidamente calibrado e apropriado para medidas
em ratos (LE 5001, Panlab, Harvard Apparatus, Espanha). Para a medida da PAS, cada rato
foi colocado em um dispositivo de contengdo com aeragdo constante, e aquecido a 29-32°C
durante 10 minutos, para que ocorresse a vasodilatagdo do animal. O manguito de pressdo e o
transdutor de pulso foram colocados aproximadamente 2-3 cm da ponta da cauda, onde o
tecido possui menos massa muscular e a sensibilidade de pulso ¢ maior. Regulou-se o ganho
de precisdo do transdutor de pulso até o nivel adequado, sendo que o manguito foi acionado ¢ se
inflou até ocluir a passagem de sangue pela artéria da cauda e o sinal de pulso desaparecer. A
seguir, 0 manguito comecou a desinflar, sendo que a PAS foi determinada a partir do momento da
recaptacdo do sinal de pulso. Durante as avaliagdes, foram realizadas trés medidas da PAS para

cada rato, sendo considerada para registro a de valor intermediario.
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A medida da FCR foi realizada por método indireto, sendo que cada rato foi colocado
em um dispositivo de contengdo com aeragao constante, sendo que um sensor para captura do
sinal da FCR foi colocado na cauda do animal. Cada rato foi mantido com o sensor por um
periodo de aproximadamente 20 a 25 minutos, até que o sinal da FCR atingisse um estado
constante de equilibrio. Esse sinal foi captado e processado pelo sistema (PowerLab 4/30,

LabChart /ADInstruments, EUA).

3.4 - Isolamento dos cardiomiocitos:

O isolamento dos cardiomidcitos foi realizado de acordo com os procedimentos
descritos por Natali et al. (2001). A eutandsia de cada animal dos grupos experimentais foi
realizada por deslocamento cervical, quarenta e oito horas apods o final de cada tratamento.

Ap0s a eutanasia, o coracdo foi removido através de toracotomia, e lavado em solugao
contendo 750 uM de CaCl, para retirar o excesso de sangue, imediatamente antes da perfusao
das solugdes de isolamento. A seguir, a aorta ascendente foi fixada com um fio de sutura em
uma agulha de ago inoxiddvel modificada (canula), e o coragdo isolado foi colocado em um
sistema de perfusdo (Langendorff adaptado) e perfundido com a solugdo de isolamento,
contendo 750 uM de CaCl, (solucdo A, item 3.5), em um fluxo constante até que os vasos
corondrios estivessem limpos. Em seguida, trocou-se a perfusdo para a solugdo livre de Ca®"
contendo 0,1 mM de acido tetracético etilenoglicol (EGTA) (solugdo B, item 3.5), durante 6
minutos, para o rompimento dos discos intercalares entre os cardiomiocitos e quelacdo do
Ca®". Por fim, o coragio foi perfundido com a solugio contendo 1 mg.ml" de colagenase tipo
2 (Worthington, EUA) e 100 uM de CaCl; (solugdo C, item 3.5) durante 25 minutos, para a
digestao das fibras colagenas extracelulares. Todas as solugdes utilizadas no procedimento de
isolamento foram oxigenadas (O, 100% — White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura
de 35-37°C.

Apos a perfusdo, os ventriculos (direito e esquerdo) foram separados dos atrios e
pesados em balanca de precisdo (Gehaka — Brasil, modelo AG 200). O ventriculo direito foi
removido e o ventriculo esquerdo foi aberto na regido do septo interventricular. Os musculos
papilares e o tecido conjuntivo foram removidos manualmente da superficie do ventriculo
esquerdo. Os indices de hipertrofia ventricular foram calculados pela razdo do peso do

ventriculo direito e esquerdo, respectivamente, pelo peso corporal de cada animal.
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As amostras do ventriculo esquerdo foram colocadas em frascos identificados
contendo 5 ml da solugdo enzimadtica (colagenase) suplementada com 1% de albumina sérica
bovina (solugdo D, item 3.5). Os frascos foram agitados moderadamente durante 5 minutos,
em “banho-maria” a temperatura de 37°C, sendo o tecido cardiaco oxigenado (O, 100% —
White Martins, Brasil). A seguir, o conteido dos frascos foi filtrado e centrifugado (3000
rpm) por 30 segundos. O sobrenadante foi removido e os cardiomidcitos foram suspendidos
na solucdo 750 uM de CaCl, (solugdo A, item 3.5). Esse processo foi repetido. Os
cardiomiocitos foram armazenados em placas de Petri em refrigerador (5°C) até serem

utilizados.

3.5 - Solucoes de isolamento:

As solucdes utilizadas para o isolamento dos cardiomidcitos foram feitas usando-se
uma solugdo basica com agua deionizada ultrapura (Milli-Q) e a seguinte composicdo (em
mM): NaCl (130) — 7,6 g/l; MgCl, (1,43) — 0,28 g/I; KC1 (5,4) — 0,4 g/1; acido etanosulfonico-
hidroxietil piperazina (HEPES) (5) — 0,062 g/1; glicose (10) — 1,8 g/l; taurina (20) — 2,38 g/I;
creatina (10) — 1,3 g/l; pH = 7,3; temperatura ambiente.

Solugéo A:

Para se fazer a solugdo de isolamento contendo Ca®", foram adicionados 375 pl de CaCl, (1
M) em 500 ml da solugdo bésica.
Solugdo B:
Para a solugio de isolamento livre de Ca®", foram adicionados 250 ul de EGTA (100 mM) em
250 ml da solugdo basica.
Solugdo C:
Para a solucdo enzimatica de isolamento, foram adicionados 20 mg de colagenase e 15 pl de
CaCl, (100 mM) em 20 ml da solugdo basica.
Solugdo D:

Para a solugdo com 1% de albumina bovina, foram adicionados 500 mg de albumina
sérica bovina em 5 ml de solugdo bésica. Apds o isolamento, 1 ml de albumina foi adicionado

para cada 10 ml da solug¢@o enzimatica C.
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3.6 - Solucao de perfusiao tampao HEPES:

Durante as analises da contratilidade celular e transiente de [Ca*'];, os cardiomi6citos
isolados do ventriculo esquerdo foram banhados com uma solugdo fisiolégica contendo (em
mM): solucdo estoque: NaCl(113) — 65,99 g/l; HEPES (5) — 11,9 g/I; NaH,PO4 (1) — 1,42 g/1;
MgSO,4 (1) — 2,46 g/l; KCI (5) — 3,72 g/l; solugao sopa: Na acetato (20) — 16,4 g/100 ml;
glicose (10) — 18,1 g/100 ml; insulina (5 u/l) — 0,5 g/100 ml. Para fazer um litro da solug¢ao de
perfusdo tampao HEPES, foram adicionados 100 ml da solucdo estoque, 10 ml da solugdo
sopa ¢ 1 ml de CaCl, (1) em 4gua deionizada ultrapura (Milli-Q). Esta solu¢do foi equilibrada

para um pH = 7,4 e mantida em temperatura ambiente.

3.7 - Contratilidade celular:

As contragdes dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo foram medidas
através da técnica de alteracdo do comprimento dos cardiomiocitos usando-se o sistema de
detec¢do de bordas (Ionoptix, EUA) montado num microscopio invertido (Nikon Eclipse —
TS100, EUA) equipado com uma lente objetiva de imersdo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon,
EUA), conforme descrito por Roman-Campos et al. (2009). Os cardiomiécitos isolados foram
acomodados em uma camara experimental giratéoria com a base de vidro montada no
microscopio, e banhados pela solucdo de perfusdao tampao HEPES (item 3.6) em temperatura
ambiente (~ 25 C). Foram visualizados em um monitor através de uma cimera (Myocam,
Ionoptix, EUA) acoplada ao microscopio invertido, utilizando-se um programa de detec¢ao de
imagens (Ionwizard, lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz.

Os cardiomi6citos foram estimulados externamente a frequéncia de 1 Hz (20 V,
duracdo de 5 ms) utilizando-se um par de eletrodos de aco, acoplado nos dois lados internos
da cadmara, através de um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA).

As bordas dos cardiomidcitos foram identificadas com duas janelas (direita e
esquerda) e definidas através do ajuste do contraste (preto e branco) gerado pela qualidade da
imagem projetada dos cardiomidcitos. As contracdes dos cardiomidcitos apds a estimulacdo
elétrica foram capturadas pelo sistema de deteccdo de bordas (Ionwizard, lonoptix, EUA) e

armazenadas para analise posterior (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo do programa utilizado para aquisi¢do das imagens e dos registros das

contragdes dos cardiomiocitos isolados. A definicdo das bordas direita e esquerda ¢ projetada

através dos picos verde e vermelho, respectivamente.

Somente foram utilizados para os experimentos, os cardiomiocitos que estavam em
boas condi¢cdes, com as bordas (direita e esquerda) e as estriagdes sarcoméricas bem
definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contragdes involuntarias. Os registros foram
sempre feitos até quatro horas apos o isolamento dos cardiomidcitos e na temperatura
ambiente (~ 25°C).

A partir dos registros obtidos, foram analisadas a amplitude de contragdo (variagdo do
comprimento celular de repouso, %), a velocidade maxima de contracdo (velocidade pico de
encurtamento celular, pm/seg) e a velocidade méaxima de relaxamento (velocidade pico de
relaxamento celular, pm/seg). Esses pardmetros foram determinados utilizando um software
desenvolvido em plataforma MatLab®, pelo professor do curso de Engenharia Elétrica da
Universidade Federal de Vigcosa, Dr. Leonardo Bonato Félix. Os principais parametros
avaliados sdo demonstrados na Figura 2. Durante cada dia de experimento de contratilidade
celular, foram analisados cardiomibcitos isolados de animais de um determinado grupo

experimental e do seu respectivo grupo controle.
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Figura 2. Tragado representativo de uma contragdo celular estimulada na frequéncia de 1 Hz,

e os parametros avaliados.

3.8 - Medidas do transiente de [Caz+]i:

As medidas do transiente de [Ca®]; dos cardiomidcitos isolados do ventriculo
esquerdo foram realizadas através de um microscopio de varredura a laser confocal (LSM 510
Meta, Zeiss GmbH, Alemanha) equipado com uma lente objetiva de imersdao em 6leo (Plan-
Apo/1.4, 63x, Zeiss, Alemanha). Os cardiomidcitos foram incubados com o indicador
fluorescente de Ca®", permedvel & membrana plasmatica, Fluo-4 acetoximetil-ester (Fluo-4
AM, Molecular Probes, Eugene, EUA), conforme descrito por Primola-Gomes et al. (2009).

O Fluo-4 AM (5 uM) foi preparado em uma solucdo de estoque a base de dimetil-
sulfoxido — DMSO (30 ul de DMSO em 50 pg de Fluo-4 AM). Adicionou-se 5 ul dessa
solucdo de Fluo-4 AM/DMSO em 495 pul de meio celular, durante 20 min a temperatura
ambiente. Apds esse procedimento, os cardiomidcitos foram lavados e suspendidos em
solugdo tampao HEPES (item 3.6) para remover o excesso da sonda fluorescente,
acomodados em uma camara experimental giratéria com a base de vidro e banhados pela

solucdo de perfusdo tampido HEPES (item 3.6) & temperatura ambiente (~ 25 C). Quando esta
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sonda est4 ligada ao Ca*" e ¢ excitada com o comprimento de onda de 488 nm, emite um sinal
de fluorescéncia medido a 510 nm, que se relaciona as variagdes sarcoplasmaticas de Ca®".
Tais variacdes foram expressas em relacdo a razdo: F/F0. Nas medidas dos transientes de
[Ca®"];, F representa a média da fluorescéncia maxima apds os estimulos, na fase sistolica do
transiente, e FO representa a média da fluorescéncia minima medida entre as contragdes
celulares, na fase diastolica do transiente.

Os transientes de [Ca®']; foram evocados por meio de estimulagio de campo. Os
cardiomiocitos foram estimulados eletricamente (Myopacer, Field Stimulator, lonoptix, EUA)
por um par de eletrodos de platina acoplado nos dois lados internos da camara, com um pulso
supra-limiar de 0,2 ms e 20 V (voltage square pulse), na frequéncia de 1 Hz para produzir
condi¢des estacionarias. Os sinais de fluorescéncia foram obtidos por meio de varredura em
linha (Line Scan Mode). A linha de varredura (512 pixels) foi posicionada aleatoriamente no
eixo longitudinal da célula, com o cuidado de ndo cruzar regides de nicleos. As varreduras
foram feitas por meio de um laser de argdnio (488 nm). As varreduras foram repetidas a cada
1,54 ms, sendo utilizadas para a criagdo de imagens bidimensionais (tempo no eixo X e

fluorescéncia no eixo y) (Figura 3).
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Figura 3. Cardiomiocito isolado incubado com o indicador fluorescente de Ca>" (Fluo-4 AM).
A linha de varredura (vermelha) foi posicionada no eixo longitudinal da célula, com o cuidado

de ndo cruzar regides de nucleos.

Foram utilizados somente os cardiomidcitos que estavam em boas condi¢cdes, com as
bordas (direita e esquerda) e as estriagdes sarcoméricas bem definidas, relaxados em repouso,
sem apresentar contragdes involuntdrias. Os registros foram sempre feitos até quatro horas
apos o isolamento dos cardiomidcitos e na temperatura ambiente (~ 25 °C).

As imagens obtidas foram processadas através de um software desenvolvido em
plataforma MatLab®, pelo professor do curso de Engenharia Elétrica da Universidade Federal
de Vigosa, Dr. Leonardo Bonato Félix. As variaveis analisadas foram: amplitude do transiente
de [Ca*"]; (F/F0); tempo para o pico do transiente de [Ca®']; (tempo compreendido desde a
estimulagdo elétrica até a fluorescéncia maxima, ms) e tempo para 50% do decaimento de
[Ca®]; (tempo compreendido desde a fluorescéncia maxima até a metade do retorno a

fluorescéncia basal, ms).
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Os parametros avaliados s3o demonstrados na Figura 4. Durante cada dia de
. . 2+ . . ., . . . .
experimento do transiente de Ca”, foram analisados cardiomiocitos isolados de animais de

um determinado grupo experimental e do seu respectivo grupo controle.

A)

Ponto de maxima fluorescéncia (F)

l

Tempo para 50% do decaimento de [Ca®"};

Tempo para o pico de [Ca**].
1

' l

Inicio do transiente de [Ca*"}; Ponto de fluorescéncia basal (Fo)

Figura 4. A) Tragados representativos das imagens de fluorescéncia para o transiente de

[Ca®"]; em cardiomidcitos isolados de ratos. B) Resultado da anélise da imagem do transiente

2+ N .
de [Ca” ]; e os parametros avaliados.
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3.9 - Expressao de proteinas cardiacas:

As medidas da expressdo da FLBt (fosfolambam total), da FLBgy 6 (fosfolambam
fosforilada no residuo de serina 16), do NCX (canal trocador Na"/Ca®") e da SERCA2a (Ca*"
ATPase do reticulo sarcoplasmatico) no ventriculo esquerdo dos animais foram feitas por
meio da técnica de eletroforese de proteinas, Western Blot, conforme descrito por Fernandes
et al. (2012). As amostras dos ventriculos foram homogeneizadas através de um
homogeneizador de tecidos Polytron (PT-K Brinkman Instruments) em volumes (9X seu
peso) de tampao de lise hipotonico contendo tampao de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0),
sacarose (0,3 M), DTT (0,5 mM), EDTA (1 mM; pH 8,0), PMSF (0,3 mM), NaF (10 mM) e
coquetel de inibidor de fosfatase (1:100; Sigma-Aldrich-EUA). O processo de
homogeneizagdo foi realizado a 4°C, trés vezes durante dez segundos com intervalos de 20
segundos entre as homogeneiza¢des. O homogenato foi centrifugado a 12.000 rpm por vinte
minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo transferido para tubos de 1,5 ml. A concentracdo de
proteina das amostras foi analisada por meio do método de Bradford (Biorad-EUA). As
aliquotas dos homogenatos foram armazenadas em freezer -80°C até serem utilizadas.

As amostras foram diluidas em tampao da amostra (4X tris HCI/SDS pH=6.8, 3%
glicerol, 1% SDS, 0,6% [B-mercaptoetanol, azul de bromofenol). Para separacdo, foram
aplicados 60 pg de proteina em gel de SDS-PAGE. As proteinas presentes nas amostras foram
separadas eletroforeticamente em gel de SDS-poliacrilamida (6 e 8%, dependendo do peso
molecular da proteina a ser estudada). Apods serem separadas em gel, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)
em tampao de transferéncia contendo Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS
0,1%. A qualidade da transferéncia foi monitorada através da coloragdo da membrana com
solugdo de Ponceau 0,3%. Apds este procedimento, as membranas foram lavadas duas vezes
com solugdo tampao (TBS: Tris 10 mM pH 7,6 e NaCl 150 mM). Em seguida, o bloqueio dos
sitios antigénicos inespecificos foi realizado por meio de uma mistura contendo TBS com o
detergente tween 20 (0,1%) e leite desnatado (5%) por 120 minutos em temperatura ambiente
(20-25°C) com agitagdo constante.

A membrana, entdo, foi incubada com o anticorpo primario diluido na solugdo
bloqueadora (TBS e albumina 3%) a 4°C por 12 horas com agita¢do constante. Os seguintes
anticorpos primarios (Abcam, Cambridge, MA, EUA) foram utilizados, com as respectivas
dilui¢cdes: anticorpo policlonal para a FLBt (1:1000), anticorpo policlonal para a FLBgeie
(1:1000), anticorpo policlonal para a SERCA2a (1:2500), anticorpo monoclonal para o NCX
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(1:1000) e anticorpo monoclonal para o GAPDH (1:1000). Apds a incubagdo com o anticorpo
primario, a membrana foi lavada trés vezes em solu¢ao de TBS-T. Em seguida, a membrana
foi incubada com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase em solucdo bloqueadora
(TBS-T e leite desnatado 1%) por uma hora e meia em temperatura ambiente com agitagao
constante. Os seguintes anticorpos secundarios (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) foram
utilizados, com as respectivas diluigdes: IgG anti-coelho (1:2500) ou anti-camundongo
(1:2000). Apds a incubagdo com o anticorpo secunddrio, a membrana foi lavada trés vezes em
solug¢do de TBS-T para remover o excesso de anticorpo.

Por fim, a imuno-detec¢do das bandas protéicas foi realizada por meio do método de
quimioluminescéncia (Enhancer Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ, EUA) e a
intensidade das mesmas, avaliadas por analise densitométrica através do software Imagel.
Foram utilizados o sistema Mini Protean III-Tetracell e Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell (BIORAD®, CA, EUA). A expressio das proteinas estudadas foi normalizada

pela expressdo de GAPDH da mesma amostra.

3.10 - Avaliacio da expressiao génica cardiaca:

A expressdo génica relativa da a-MCP (o-miosina de cadeia pesada), B-MCP (j-
miosina de cadeia pesada), a-actina esquelética e FNA (fator natriurético atrial) no ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos experimentais foi analisada por reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR), conforme descrito por Soci et al. (2011). Foi realizada
extracdo do RNA total de 100 mg de cada amostra em 1 ml de trizol (Invitrogen Life
Technologies, Reino Unido) conforme a indicagdo do fabricante. A integridade da amostra foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1%, contendo 0,5ng/mL de brometo de etideo,
durante 40 min a 100 V e avaliada pela intensidade das bandas do RNA ribossomal 28S e
18S.

Sucedeu-se a sintese de cDNA com 2 pg de RNA total. As amostras foram incubadas
por uma hora a 42° com 0,5 ug/mL de oligo dT (12-18 pb) a 65°C por 5 min, para se obter a
primeira fita de cDNA. A transcri¢do reversa das amostras foi realizada em um volume total
de 20 puL contendo 3U de RNAsin (PROMEGA, EUA), 10 mM de dNTPs, 0,1M de DTT, 1X
tampdo da enzima, e 2,5 U de SuperScript Reverse Transcriptase II (Invitrogen Life
Technologies, Reino Unido) pelo periodo de 1 hora a 42°C; subsequentemente a temperatura

foi elevada a 95°C por 5 minutos e as amostras rapidamente colocadas em gelo.
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As reacdes de RT-PCR foram realizadas pelo sistema da deteccdo do produto
especifico amplificado, no equipamento ABI 7700 (Applied-Biosystems, EUA) e com o
composto fluorescente SYBR-Green I, conforme instrugdes do fabricante.

A expressao do RNA mensageiro (RNAm) dos marcadores de hipertrofia cardiaca
patologica foi realizada através dos primers, que foram desenhados usando-se o programa
Primer 3 software (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), sendo utilizados:
a-MCP:
sense: 5°-CGA GTC CCA GGT CAA CAA G-3°,
antisense: 5’-AGG CTC TTT CTG CTG GAC C-3’;

B-MCP:

sense: 5°’-CAT CCC CAA TGA GAC GAA G-3’,
antisense: 5’-AGG CTC TTT CTG CTG GAC A-3’;
ANP:

sense: 5°- CTT CGG GGG TAG GAT TGA C-3°,
antisense: 5’-CTT GGG ATC TTT TGC GAT CT-3’;
a-actina esquelética:

sense: 5’-ACC ACA GGC ATT GTT CTG GA-3°,
antisense: 5’-TAA GGT AGT CAG TGA GGT CC-3’;
GAPDH:

sense: 5'- GCT GAT GCC CCC ATG TTT G -3,
antisense: 5'- ACC AGT GGA TGC AGG GAT G -3".

A expressao relativa dos genes estudados foi normalizada pela expressdo do gene da
GAPDH (DCT). A expressao génica foi calculada usando-se as diferengas em valores de DCT

entre as amostras (DDCT) e a equagdo 2 PPt

3.11 - Analise estatistica:

As pressuposi¢oes da Analise de Variancia (ANOVA), de homogeneidade, de
variancias entre os grupos ¢ de normalidade das observacdes, foram checadas e ndo foram
detectadas violagdes que merecessem atengao.

As comparagdes entre os valores iniciais e finais das variaveis peso corporal, pressao
arterial sistolica e frequéncia cardiaca de repouso, foram realizadas entre os grupos
experimentais pela ANOVA de duas vias para medidas repetidas com post-hoc de Tukey.

Ao final dos tratamentos, as comparagdes entre as médias dos grupos para as variaveis
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peso corporal, PAS, FCR, TTF, peso dos ventriculos, contratilidade celular, transiente de
[Ca®"];, expressdo de proteinas e genes no ventriculo esquerdo, foram realizadas através de
ANOVA de duas vias com post-hoc de Tukey. A relagio entre o transiente de [Ca*]; e o TTF
dos animais foi verificada por meio de regressdo linear simples.

Todas as comparagdes foram feitas considerando os grupos com tempo experimental
de 8 semanas e de 12 semanas, separadamente. Foram realizadas comparagdes através do teste
t de Student ndo pareado entre os grupos NC8 vs. NC12, e HC8 vs. HC12, para verificacdo de
possivel efeito de tempo sobre todas as variaveis estudadas, e ndo foram encontradas
diferencas entre os respectivos grupos experimentais.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados através do programa SigmaPlot
11.0 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, EUA). Os resultados s3o apresentados como média
+ erro-padrao da média (EPM). Para todas as analises, adotou-se como nivel de significancia

até 5%.



4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS:

4.1 - Caracteristicas gerais e parametros cardiovasculares:

Os resultados obtidos referentes aos efeitos do treinamento fisico aerébio de baixa
intensidade e do destreinamento sobre o peso corporal, peso dos ventriculos, peso relativo dos
ventriculos, peso do ventriculo esquerdo, peso relativo do ventriculo esquerdo, peso do
ventriculo direito e peso relativo do ventriculo direito dos animais dos grupos experimentais,

estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Peso corporal, peso dos ventriculos esquerdo e direito e peso relativo dos ventriculos direito e esquerdo dos animais normotensos e

hipertensos.
NC8 NTS8 HCS8 HTS8 NCI12 NDT HC12 HDT
PC Inicial (g) 395+ 12 380+ 11 364 + 11 355+ 10 369 + 12 397+ 12 347 £ 11 364 + 13
PC Final (g) 427 + 13" 423 + 12" 415 + 12* 392+ 117 426 + 14" 458 + 14" 417 + 13" 441 + 15"
PV (g) 1,69+ 0,11 1,97+ 0,10 1,93+ 0,10 2,04 +0,10 1,68 + 0,09 1,87 + 0,08 1,83 + 0,08 2,12 + 0,10
PV/PC (mg/g) 3,97 + 0,24 4,67+0,11° 4,63+0,117 536+0,11"  4,00+0,20 4,08 + 0,20 4,41 +0,19 4,83 +0,21°
PVE (g) 1,32+ 0,09 1,48 + 0,08 1,48 + 0,08 1,51+ 0,08 1,33 + 0,05 1,41 + 0,05 1,39 + 0,05 1,59 + 0,06
PVE/PC (mg/g) 3,09+0,18 3,51+0,17° 3,56+0,17° 3,95+0,16™  3,15+0,14 3,09+ 0,14 3,33+0,13 3,64 +0,15
PVD (g) 0,307+0,03  0,364+0,03  0,358+0,03  0,381+0,02  0305+0,02  0,353+0,02  0,353+0,02 0,387 +0,03
PVD/PC (mg/g) 7,14 + 0,64 8,60 + 0,59 8,60 + 0,55 8,00 + 0,55 7,18 + 0,59 7,69 £ 0,59 8,46 + 0,55 8,91 + 0,64

Dados sao média + EPM de 8 animais em cada grupo. NC8, normotenso controle por 8 semanas. NT8, normotenso treinado por 8 semanas. HCS,

hipertenso controle por 8 semanas. HTS8, hipertenso treinado por 8 semanas. NC12, normotenso controle por 12 semanas. NDT, normotenso

treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. HC12, hipertenso controle por 12 semanas. HDT, hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4

semanas. PC, peso corporal. PV, peso dos ventriculos. PVE, peso do ventriculo esquerdo. PVD, peso do ventriculo direito. *, significativamente

diferente do valor inicial dentro do mesmo grupo. ", significativamente diferente do respectivo grupo NORMO. “, significativamente diferente do

grupo HCS. %, significativamente diferente do grupo NC8. 3 significativamente diferente do grupo HC12.
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Todos os animais aumentaram o peso corporal desde o inicio até o final dos periodos
experimentais. Os animais SHR apresentaram maior peso relativo dos ventriculos e do
ventriculo esquerdo (P < 0,05) quando comparados aos animais normotensos, o que indica
hipertrofia ventricular provocada pela hipertensdo. O programa de treinamento com corrida
em esteira provocou aumento do peso relativo dos ventriculos, e do peso relativo do
ventriculo esquerdo dos animais SHR e normotensos, o que indica hipertrofia ventricular
provocada pelo exercicio fisico. Todavia, essas adaptacdes foram revertidas apds 4 semanas
de destreinamento (P < 0,05). A hipertensdo e os tratamentos treinamento/destreinamento nao
afetaram o peso total e o peso relativo do ventriculo direito dos animais dos grupos

experimentais (P > 0,05) (Tabela 1).

Os resultados obtidos referentes aos efeitos do treinamento fisico aerdbio de baixa
intensidade e do destreinamento sobre a PAS e a FCR dos animais dos grupos experimentais,

estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Pressdo arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca de repouso (FCR) dos animais normotensos e hipertensos antes e apds os

tratamentos.
NC8 NTS HCS HTS8 NCI12 NDT HC12 HDT
PAS Inicial (mmHg)  110,0 = 4,3 112,0 £2,9 176,6 +£3,9" 176,2 + 4,8" 110,0 £ 4,0 110,7 £ 4,0 182,0 £4,8" 178,7+5,3"
PAS Final (mmHg)  107,0 + 3,2 110,0 + 3,2 178,0+ 32" 161,2+3.,6"  110,0+4,4 114,3 + 4,4 183,0 5,2 182,5+5,9"
FCR Inicial (bpm) 328 +£8 340 £ 8 359 + 8" 369 + 8" 352+ 10 356 + 10 359+ 9 373 + 10
FCR Final (bpm) 330+ 11 322 + 10" 352+ 11 344 + 10" 364 + 13 347 + 13 407 + 12% 393 + 13*

Dados sao média + EPM de 8 animais em cada grupo. NC8, normotenso controle por 8 semanas. NT8, normotenso treinado por 8 semanas. HCS,

hipertenso controle por 8 semanas. HTS8, hipertenso treinado por 8 semanas. NC12, normotenso controle por 12 semanas. NDT, normotenso

treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. HC12, hipertenso controle por 12 semanas. HDT, hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4

semanas. PAS, pressdo arterial sistolica. FCR, frequéncia cardiaca de repouso. *, significativamente diferente do valor inicial dentro do mesmo

rupo. , significativamente diferente do respectivo grupo NORMO. “, significativamente diferente do grupo HCS.
grup g P
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A PAS foi maior nos animais SHR em comparac¢dao aos normotensos (P < 0,05). O
programa de treinamento com corrida de baixa intensidade diminuiu a PAS nos animais do
grupo HT8 em comparacdo aos seus respectivos valores iniciais, € em compara¢do aos
animais do grupo HCS. Entretanto, o periodo de destreinamento por 4 semanas, reverteu essas
adaptacdes nos animais SHR (P < 0,05). Os tratamentos treinamento/destreinamento nao
afetaram a PAS dos animais normotensos (P > 0,05) (Tabela 2).

A FCR inicial foi maior nos animais SHR em compara¢do aos normotensos, com
tempo experimental de 8 semanas (P < 0,05) (Tabela 2). O programa de treinamento com
corrida de baixa intensidade diminuiu a FCR nos animais dos grupos NT8 e HTS, o que
indica bradicardia de repouso induzida pelo exercicio fisico. O destreinamento por 4 semanas,

reverteu essas adaptacdes (P < 0,05) (Tabela 2).

4.2 - Medida da capacidade fisica:

Os resultados obtidos referentes aos efeitos do treinamento fisico aerobio de baixa
intensidade e do destreinamento sobre o TTF dos animais dos grupos experimentais estao

apresentados na Figura 5.



57

— DD D
SN @ e o0

[S—
| g

Tempo total
até a fadiga (min)

= o0

<

Y
¢ O

S V

Figura 5. Tempo total de exercicio até a fadiga (TTF) dos animais normotensos (barras
abertas) e hipertensos (barras fechadas) no teste de desempenho apds o treinamento e o
destreinamento. Dados sdo média + EPM de 8 animais em cada grupo. NCS8, normotenso
controle por 8 semanas. NT8, normotenso treinado por 8 semanas. HCS8, hipertenso controle
por 8 semanas. HTS, hipertenso treinado por 8 semanas. NC12, normotenso controle por 12
semanas. NDT, normotenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. HC12, hipertenso
controle por 12 semanas. HDT, hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. *,

significativamente diferente do grupo NC8. *, significativamente diferente do grupo HCS.



58

O programa de treinamento com corrida de baixa intensidade aumentou o TTF dos
animais dos grupos NT8 e HT8 em comparac¢do aos animais NC8 e HCS, respectivamente, (P
<0,05), o que indica melhora da capacidade fisica provocada pelo exercicio fisico. Todavia,
apoOs 4 semanas de destreinamento, esse aumento do TTF dos animais treinados regressou ao
mesmo nivel dos animais controles, tanto nos animais normotensos quanto nos hipertensos (P

<0,05) (Figura 5).

4.3 - Medida do transiente de [Ca2+]i:

As medidas dos transientes de [Ca*"]; foram realizadas em cardiomiécitos isolados do
ventriculo esquerdo de ratos de todos os grupos experimentais. A Figura 6 apresenta registros
tipicos das imagens de fluorescéncia e os tragcados gerados para o transiente de [Ca®’]; nos
cardiomiocitos dos animais dos grupos experimentais, incubados com o indicador

fluorescente de Ca>* (Fluo-4 AM), e estimulados eletricamente na frequéncia de 1 Hz.
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Figura 6. Registros tipicos das imagens de fluorescéncia e os tracados gerados para o

. 2+ . e, . . , . .

transiente de [Ca” |; nos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo dos animais dos
. . . Cq. 2+

grupos experimentais, incubados com o indicador fluorescente de Ca” (Fluo-4 AM), e

estimulados eletricamente na frequéncia de 1 Hz. O sinal é mostrado como taxa de

intensidade de fluorescéncia (F/Fy). A fluorescéncia maxima (F) foi normalizada em fungao
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da fluorescéncia minima (F() obtida antes da estimulagdo elétrica. NC8, normotenso controle
por 8 semanas. NT8, normotenso treinado por 8 semanas. HCS, hipertenso controle por 8
semanas. HTS, hipertenso treinado por 8 semanas. NCI12, normotenso controle por 12
semanas. NDT, normotenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. HC12, hipertenso

controle por 12 semanas. HDT, hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas.

Como apresentado nas Figuras 6 e 7A, os cardiomidcitos isolados do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos NT8 e HTS8 apresentaram amplitudes dos transientes de
[Ca®"]; que foram, respectivamente, 13,8% e 23,7% maiores (P < 0,05) comparadas as dos
cardiomiocitos dos animais dos grupos NC8 e HCS, enquanto que o destreinamento reverteu
essas adaptacoes (P < 0,05). Nao foram encontradas diferengas nas amplitudes dos transientes
de [Ca™]; entre os cardiomiécitos dos ratos normotensos e hipertensos, apés o
treinamento/destreinamento (P > 0,05). E importante ressaltar que ndo foram encontradas
diferencas (P > 0,05) na fluorescéncia minima (Fo) do [Ca®']; durante a diastole, entre os
cardiomidcitos de todos grupos experimentais.

O programa de treinamento com corrida de baixa intensidade diminuiu (P < 0,05) o
tempo para o pico do transiente de [Ca®']; (Figura 7B) e o tempo para 50% do decaimento de
[Ca®"]; (Figura 7C) nos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos NT8 e
HTS, embora apds o periodo de destreinamento essas adaptagdes foram revertidas (P < 0,05).
Esses pardmetros foram significativamente prolongados nos cardiomidcitos do ventriculo
esquerdo dos animais SHR em comparacdo aos dos animais normotensos apds o
treinamento/destreinamento (P < 0,05), exceto pelo tempo para 50% decaimento de [Ca®'];

que foi similar nos cardiomidcitos dos grupos NT8 e HTS8 apds o treinamento.
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Figura 7. Transiente de [Ca®']; nos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo dos
animais normotensos (barras abertas) e hipertensos (barras fechadas). (A) Amplitude do
transiente de [Ca”"]; (F/F0). (B) Tempo para o pico do transiente de [Ca®']; (ms). (C) Tempo

i (ms). NC8, normotenso controle por 8 semanas. NTS,

para 50% do decaimento de [Ca
normotenso treinado por 8 semanas. HC8, hipertenso controle por 8 semanas. HTS, hipertenso

treinado por 8 semanas. NCI12, normotenso controle por 12 semanas. NDT, normotenso
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treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. HC12, hipertenso controle por 12 semanas. HDT,
hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. Dados sdo média + EPM de 70-80
células em cada grupo. *, significativamente diferente do grupo NC8. * significativamente
diferente do grupo HCS. ", significativamente diferente do grupo NTS. T, significativamente

diferente do grupo NC12. *, significativamente diferente do grupo NDT.

Além disso, foram realizadas correlagdes entre a amplitude do transiente de [Ca®'];,

i dos

tempo para o pico do transiente de [Ca*'];, tempo para 50% do decaimento de [Ca
cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo e o TTF alcangado pelos animais normotensos
e hipertensos durante o teste de corrida progressivo, utilizado para avaliar a capacidade fisica

dos animais. Assim, o valor médio da amplitude do transiente de [Ca*'];, do tempo para o pico

2+]i 2+]i

do transiente de [Ca™ ]i e do tempo para 50% do decaimento de [Ca” ]; de cada animal foi
plotado em relagdo ao tempo de fadiga individual (TTF). Como observado na Figura 8A e B,
houve correlagdo forte e positiva (r = 0,73 e 0,76, P < 0,001) entre a amplitude do transiente
de [Ca’]; dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo ¢ o TTF dos animais
normotensos € hipertensos, respectivamente. Observou-se também correlagdo forte e negativa
entre o tempo para o pico do transiente de [Ca2+]i (Figura 8C e D, r=-0,75¢-0,81, P <0,001)
e entre o tempo para 50% decaimento de [Ca2+]i (Figura 8E e F, r =-0,87 ¢ -0,91, P < 0,001)
dos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo e o TTF dos animais normotensos e

hipertensos, respectivamente.
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normotensos (A, C e E) e hipertensos (B, D e F). NC8, normotenso controle por 8 semanas.
NT8, normotenso treinado por 8 semanas. HCS, hipertenso controle por 8 semanas. HTS,
hipertenso treinado por 8 semanas. NC12, normotenso controle por 12 semanas. NDT,
normotenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. HC12, hipertenso controle por 12
semanas. HDT, hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. Os triangulos e
circulos abertos/fechados representam as médias de cada pardmetro dos ratos normotensos e

hipertensos.

4.4 - Medida da contratilidade celular:

As medidas de contratilidade celular foram realizadas em cardiomidcitos isolados do
ventriculo esquerdo de ratos de todos os grupos experimentais. A Figura 9 apresenta tracados
tipicos das contragdes celulares dos grupos experimentais, quando estimuladas eletricamente

na frequéncia de 1 Hz.
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Figura 9. Registros representativos das contra¢cdes dos cardiomiocitos isolados do ventriculo
esquerdo dos animais dos grupos experimentais. A amplitude de contragdo ¢ expressa como
percentual de variacdo do comprimento celular de repouso (% c.c.r.) apds o estimulo elétrico
a 1 Hz. NC8, normotenso controle por 8 semanas. NT8, normotenso treinado por 8 semanas.
HCS, hipertenso controle por 8 semanas. HTS8, hipertenso treinado por 8 semanas. NC12,
normotenso controle por 12 semanas. NDT, normotenso treinado por 8 e destreinado por 4
semanas. HCI12, hipertenso controle por 12 semanas. HDT, hipertenso treinado por 8 e

destreinado por 4 semanas.
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O programa de treinamento com corrida de baixa intensidade aumentou (P < 0,05) a
amplitude de contracdo celular (expressa como percentual de variagdo do comprimento
celular de repouso) nos cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo dos animais dos
grupos NT8 (13,5%) e HT8 (14,7%) em comparagdo aos dos grupos NC8 e HCS,
respectivamente. Apds o periodo de destreinamento, essas adaptacdes foram revertidas (P <
0,05). Nao foram encontradas diferencas (P > 0,05) na amplitude de contracdo celular, entre
os cardiomidcitos dos animais normotensos € hipertensos apos o treinamento/destreinamento,
exceto para os do grupo HDT que apresentaram menor (P < 0,05) amplitude de contracao
celular em comparagdo aos dos grupos NDT e HC12 (Figuras 9 e 10A).

Como representado na Figura 10B e 10C, o treinamento com corrida de baixa
intensidade aumentou (P < 0,05) a velocidade maxima de contragdo e a velocidade méxima de
relaxamento dos cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo dos animais normotensos
(14,5% e 20,5%) e hipertensos (25,3% e 53,4%) quando comparados aos cardiomiécitos dos
animais dos grupos NC8 e HCS, respectivamente. Todavia, essas adaptacdes foram
completamente revertidas apds 4 semanas de destreinamento (P < 0,05). Esses parametros
foram significativamente lentificados nos cardiomiocitos dos animais hipertensos em
comparacao aos dos animais normotensos, apds o treinamento/destreinamento (P < 0,05),
exceto pela velocidade maxima de contracdo que foi similar nos cardiomiocitos dos animais

dos grupos NC12 e HC12 ap6s o periodo de destreinamento.
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Figura 10. Contratilidade dos cardiomiodcitos isolados do ventriculo esquerdo dos animais
normotensos (barras abertas) e hipertensos (barras fechadas). (A) Amplitude de contragdo (%
de variagdo do comprimento celular de repouso). (B) Velocidade maxima de contragdo
(upm/s). (C) Velocidade maxima de relaxamento (pm/s). NCS8, normotenso controle por 8
semanas. NT8, normotenso treinado por 8 semanas. HC8, hipertenso controle por 8 semanas.

HTS, hipertenso treinado por 8 semanas. NC12, normotenso controle por 12 semanas. NDT,
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normotenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. HC12, hipertenso controle por 12
semanas. HDT, hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. Dados sdo média +
EPM de 90 células em cada grupo. ~, significativamente diferente do grupo NC8. 7
significativamente diferente do grupo HCS. ", significativamente diferente do grupo NTS. *,
significativamente diferente do grupo HC12. ¥, significativamente diferente do grupo NC12. *,

significativamente diferente do grupo NDT.

4.5 - Medida da expressdo protéica:

O programa de treinamento com corrida de baixa intensidade provocou aumento na
expressdo protéica da SERCA2a, fosforilagdo da FLBgre € diminuicdo da relagdo
FLBt/SERCA2a (P < 0,05) no ventriculo esquerdo dos animais dos grupos NT8 e HTS,
embora essas adaptacdes foram revertidas aos valores basais apdés 4 semanas de
destreinamento (P < 0,05) (Figura 11B, C e E). A expressao protéica da FLBt e do NCX no
ventriculo esquerdo dos animais normotensos e hipertensos, ndo foi afetada pelo
treinamento/destreinamento (P > 0,05) (Figura 7A, D). Nao foram encontradas diferencas
significativas (P > 0,05) na expressdo protéica da FLBt, fosforilacdo da FLBg.16, SERCAZ2a,
NCX e na relagdo FLBt/SERCA2a no ventriculo esquerdo dos animais normotensos

comparados aos hipertensos apds o treinamento/destreinamento (Figura 11).
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Figura 11. Expressdo protéica no ventriculo esquerdo dos animais normotensos (barras

abertas) e hipertensos (barras fechadas). (A) Fosfolambam total (FLBt). (B) Fosfolambam
fosforilada na serina 16 (FLBsu16). (C) Ca>* ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2a).
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(D) Canal trocador Na'/Ca®" (NCX). (E) Relagdo FLBt/SERCA2a. As bandas alvo foram
normalizadas pela expressao da GAPDH. NC8, normotenso controle por 8 semanas. NTS,
normotenso treinado por 8 semanas. HC8, hipertenso controle por 8 semanas. HTS, hipertenso
treinado por 8 semanas. NCI12, normotenso controle por 12 semanas. NDT, normotenso
treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. HC12, hipertenso controle por 12 semanas. HDT,
hipertenso treinado por 8 e destreinado por 4 semanas. Dados sdo média =+ EPM de 6-7
animais em cada grupo. *, significativamente diferente do grupo NC8. *, significativamente

diferente do grupo HCS.

4.6 - Medida da expressido génica:

A hipertrofia cardiaca patologica ¢ caracterizada pela indugdo de genes normalmente
expressos durante o desenvolvimento fetal, como o FNA, e marcadores de hipertrofia cardiaca
patologica, como a oa-actina esquelética e a diminuicdo da relagao o/f-MCP. Como
representado na Figura 12, a hipertensdo aumentou (P < 0,05) a expressdo génica do ANF
(300%), da a-actina esquelética (250%), e diminuiu (P < 0,05) a relacdao o/f-MCP (70%) no
ventriculo esquerdo dos animais SHR em comparagdo aos normotensos. Entretanto, o
programa de treinamento com corrida de baixa intensidade foi capaz de normalizar (P < 0,05)
a expressao génica desses parametros no ventriculo esquerdo dos animais SHR, embora apos
4 semanas de destreinamento, esses beneficios foram abolidos (P < 0,05). Nao foram
encontradas diferencas significativas (P > 0,05) na expressdo génica do FNA, da a-actina
esquelética e na relagdo o/f-MCP no ventriculo esquerdo dos animais normotensos apos o

treinamento/destreinamento.
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Figura 12. Expressdo génica no ventriculo esquerdo dos animais normotensos (barras abertas)
e hipertensos (barras fechadas). (A) Fator natriurético atrial (FNA). (B) a-actina esquelética.
(C) Relagdo o/B-miosina de cadeia pesada. Os genes alvo foram normalizados pela expressao
génica da GAPDH. NC8, normotenso controle por 8 semanas. NT8, normotenso treinado por

8 semanas. HC8, hipertenso controle por 8 semanas. HT8, hipertenso treinado por 8 semanas.
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NC12, normotenso controle por 12 semanas. NDT, normotenso treinado por 8 e destreinado
por 4 semanas. HC12, hipertenso controle por 12 semanas. HDT, hipertenso treinado por 8 e
destreinado por 4 semanas. Dados sio média + EPM de 5-6 animais em cada grupo. *,

significativamente diferente do grupo NC8. *, significativamente diferente do grupo HCS. T,

significativamente diferente do grupo NC12. ¥, significativamente diferente do grupo NDT.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, ndés examinamos os efeitos do treinamento fisico aerdbio de baixa
intensidade e do destreinamento sobre parametros cardiovasculares, propriedades moleculares
e mecanicas de cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos hipertensos na fase
compensada da hipertensao arterial/hipertrofia cardiaca.

Nossos resultados mostraram que o programa de corrida em esteira de baixa
intensidade aumentou a capacidade de corrida, avaliada através do TTF; induziu bradicardia
de repouso, através da diminuicdo da FCR; provocou hipertrofia ventricular esquerda, através
do aumento do peso relativo do ventriculo esquerdo; melhorou o transiente de [Ca*']i ¢ a
contratilidade de cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo; aumentou a expressdo de
proteinas reguladoras do transiente de [Ca*"]; no ventriculo esquerdo, como a SERCA2a e a
fosforilagdo da FLBgei6, além de ter revelado uma forte associagdo entre o transiente de
[Ca®]; e a capacidade para o exercicio fisico, tanto nos animais normotensos quanto nos
hipertensos. Além disso, o programa de corrida de baixa intensidade reduziu a PAS e a
expressao de genes marcadores de hipertrofia cardiaca patologica (FNA, a-actina esquelética
e a B-MCP) no ventriculo esquerdo dos animais hipertensos. Entretanto, todas essas
adaptagdes regressaram aos valores basais apos 4 semanas de destreinamento, em ambos
animais normotensos ¢ hipertensos.

Esses dados estdo de acordo com estudos que suportam a ideia de que o treinamento
fisico aerdbio de intensidade baixa a moderada provoca adaptagdes cardiacas benéficas em
animais normotensos (Natali et al., 2002; Fenning et al., 2003; Bocalini et al.,, 2010) e
hipertensos (Garciarena et al., 2009; Carneiro-Junior et al., 2010; Libonati et al., 2011;
Rossoni et al., 2011; Roman-Campos et al., 2012). Todavia, essas adaptacdes cardiacas
adquiridas com o treinamento aerdbio regular, sdo rapidamente perdidas apds um periodo de
destreinamento (Bocalini et al., 2010; Carneiro-Junior et al., 2010).

Por outro lado, o treinamento fisico de alta intensidade e longa duragdo, provocou
remodelamento cardiaco adverso, através do aumento da fibrose miocardica, disfun¢des
ventriculares e o aparecimento de arritmias em ratos normotensos (Benito et al., 2011).
Também foi mostrado recentemente, que o treinamento aerdbio de alta intensidade acelerou o
remodelamento cardiaco adverso em ratas hipertensas, uma vez que a velocidade de corrida
foi positivamente correlacionada com a ativagdo da expressdo génica de marcadores

fenotipicos pro-fibroticos, e piora da fun¢do do ventriculo esquerdo (Rebelo et al., 2012).
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Nossos dados mostraram que o programa de corrida em esteira de baixa intensidade
reduziu a PAS dos animais hipertensos, embora essa adaptagdo foi revertida apds 4 semanas
de inatividade. E bem estabelecido na literatura que o exercicio aerdbio regular reduz a
pressdo arterial em individuos hipertensos (Whelton et al., 2002; Chobanian et al., 2003;
Pescatello et al.,, 2004; Hamer, 2006; Cornelissen & Smart, 2013), além do que, tem sido
sugerido que a intensidade do exercicio fisico influencia esse efeito de diminuicao da pressao
arterial, uma vez que redugdes mais altas tém sido observadas em intensidades de exercicio
fisico mais baixas (Gava et al., 1995; Véras-Silva et al., 1997; Melo et al., 2003; Sun et al.,
2008; Hua et al., 2009).

O exercicio fisico de alta intensidade pode aumentar a atividade do sistema nervoso
simpatico de tal forma que ndo haveria uma completa recuperacdo apos cada sessdo de
exercicio. Essa exposi¢do cronica a atividade simpdtica alta poderia anular os beneficios do
exercicio fisico sobre a diminui¢do da pressdo arterial (Gava et al., 1995; Véras-Silva et al,,
1997; Sun et al., 2008). Além do que, o exercicio fisico de alta intensidade, devido a maior
sobrecarga fisica e o desgaste proporcionado, poderia dificultar a adesdo da pratica regular
pelos individuos e aumentar o risco de acontecimento de eventos cardiovasculares
inesperados, principalmente para aqueles hipertensos (Pescatello et al., 2004; Hua et al,,
2009).

No inicio do periodo experimental, a FCR foi maior nos animais hipertensos em
comparacdo aos normotensos. Dados epidemiolégicos mostram que uma FCR elevada esta
relacionada ao aumento da morbidade e mortalidade cardiovascular na populacdo em geral, e
tem sido associada com um mau progndstico em pacientes com problemas cardiovasculares
(Jouven et al., 2005; Fox et al., 2008).

Como esperado, o programa de corrida em esteira de baixa intensidade aumentou a
capacidade para o exercicio fisico, avaliada através do TTF, e diminuiu a FCR nos animais
normotensos e hipertensos, embora apds o periodo de destreinamento essas adaptagdes
tenham regredido aos valores basais. A bradicardia de repouso tem sido considerada um
marcador classico das adaptacdes cardiacas ao treinamento fisico aerobio em animais
experimentais (De Angelis et al., 2004; Evangelista et al., 2005; Schliiter et al., 2010) e em
humanos (Serra-Grima et al., 2008; Boyett et al., 2013). Os valores mais baixos de FCR estao
associados a um menor consumo de oxigénio pelo miocardio € a um aumento do volume de
eje¢do, resultado de melhoras no ciclo cardiaco, capacidade contratil celular cardiaca e

modulacdo do sistema nervoso autonomo (Wisloff et al., 2001), embora tenha sido mostrado
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que mesmo apods o bloqueio do sistema nervoso autonomo, houve bradicardia de repouso
induzida pelo exercicio fisico em atletas, mostrando que essa adaptacdo pode estar mais
relacionada a uma diminui¢do da frequéncia cardiaca intrinseca (Boyett et al., 2013).

Nossos resultados mostraram que o condicionamento aerobio melhorou parametros
fisiologicos relevantes da satide cardiovascular nos animais treinados, uma vez que a FCR
estd associada com o aumento da expectativa de vida e diminuicdo do acontecimento de
eventos cardiovasculares (Morris & Froelicher, 1993; Jouven et al., 2005).

Mesmo durante o repouso, os SHR apresentam atividade simpatica aumentada no
coracdo e nos vasos sanguineos, contribuindo para a manutencdo da pressdo arterial elevada
nesses animais (Bing et al., 2002; Grassi et al., 2010). O treinamento fisico aerobio reduz a
atividade simpdtica na periferia do sistema cardiovascular e contribui para a redugdo da
frequéncia cardiaca e pressdo arterial nesses animais (Gava et al., 1995; Bertagnolli et al,,
2008). Apesar de ndo termos medido diretamente a atividade simpdtica, a redugdo da pressao
arterial nos animais hipertensos, e a bradicardia de repouso induzida pelo exercicio fisico em
ambos 0s animais normotensos e hipertensos apos o programa de corrida em esteira de baixa
intensidade, sugerem atenuacdo da atividade simpética nesses animais. Essas adaptagdes
podem explicar as melhorias no desempenho fisico, e nas propriedades moleculares e
mecanicas de cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo dos animais treinados.

Nesse estudo, nés mostramos que a hipertensdo arterial e a hipertrofia ventricular
esquerda ocorreram nos animais hipertensos em comparacdo aos normotensos. O programa de
corrida em esteira de baixa intensidade provocou hipertrofia ventricular esquerda nos animais
normotensos € aumentou a hipertrofia ventricular esquerda nos animais hipertensos. Todavia,
essas adaptagdes foram revertidas apos o periodo de destreinamento.

A resposta cardiaca a nivel estrutural e funcional gerada pela sobrecarga de pressao,
difere muito da resposta induzida pelo treinamento fisico aerdbio. A dura¢do do estimulo ¢
determinante da resposta fenotipica, uma vez que o estimulo para a hipertrofia cardiaca
patologica ¢ cronico, e o para hipertrofia fisiologica ¢ intermitente. A hipertrofia cardiaca
patologica estd associada com a morte celular, aumento da fibrose intersticial, diminui¢do da
vascularizacdo e reexpressao de genes fetais (ex: FNA, a-actina esquelética e a B-MCP),
sendo que todos esses fatores contribuem para redugdo da contratilidade e o desenvolvimento
de disfun¢des cardiacas (Mill et al., 1998; Mill et al., 2011).

Apds o nascimento, a expressdo da a-MCP, que possui maior atividade ATPasica e

maior velocidade de contragdo, ¢ predominante nos ventriculos, enquanto que a expressao da
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B-MCP ¢ suprimida. Entretanto, durante a vida, varios estimulos e dentre eles a hipertensao
arterial, s3o capazes de modificar esse padrdo de transcri¢do, sendo que a expressao génica da
B-MCP e de outros genes do programa fetal (ex: FNA, a-actina esquelética) passam a ser
reexpressos durante o remodelamento celular. Como resultado, os cardiomiocitos reduzem a
velocidade de encurtamento e tem a capacidade de relaxamento prejudicada, o que
contribuiria para as disfungdes contrateis cardiacas (Palmer, 2005; Mill et al, 2011). A
expressdo génica desses marcadores ¢ um critério importante para distinguir se os estimulos
sdo apenas troficos (crescimento rapido ou normal), ou se os estimulos sdo primariamente
hipertroficos, indicando o inicio de uma resposta patologica (Chien et al, 1991). Nossos
dados confirmam esses achados em ratos hipertensos, sendo que observamos uma lentificagado
do transiente de [Ca’’]; e da velocidade de contragdo e relaxamento dos cardiomidcitos
isolados, € um aumento na expressao dos marcadores de hipertrofia patologica (FNA, a-
actina esquelética e B-MCP) no ventriculo esquerdo desses animais, quando comparados aos
normotensos.

Por outro lado, a hipertrofia cardiaca fisioldgica, crescimento do coragdo que ocorre
em resposta ao treinamento fisico cronico (ex: “coracdo de atleta”), compreende
principalmente a hipertrofia dos cardiomidcitos e a génese de vasos. Caracteriza-se por ser
reversivel e por uma morfologia cardiaca normal, sem fibrose ou apoptose, e por uma fungao
cardiaca normal ou melhorada. Além disso, pode aumentar a expressao da o-MCP e/ou
diminuir a expressdo da B-MCP, contribuindo para melhoria da fun¢do cardiaca (Bernardo et
al., 2010; Soci et al., 2011; Ellison et al., 2012).

De fato, nds mostramos que o programa de corrida em esteira de baixa intensidade foi
capaz de aumentar e acelerar o transiente de [Ca®']; ¢ a contratilidade dos cardiomidcitos
isolados do ventriculo esquerdo dos ratos normotensos e hipertensos. Em adi¢do, o programa
de corrida aplicado normalizou a expressao dos marcadores de hipertrofia cardiaca patologica
(FNA, o-actina esquelética e a relagdo o/f-MCP) no ventriculo esquerdo dos ratos
hipertensos, suportando a hipdtese de que o treinamento fisico aerdbio beneficia a fungao
cardiaca, mesmo na presenga de hipertrofia cardiaca patoldgica. Entretanto, nossos dados
indicam que essas adaptacdes sdo mantidas somente durante a pratica regular do exercicio
fisico, uma vez que todas esses beneficios foram perdidos ap6s 4 semanas de destreinamento,
em ambos os animais hipertensos € normotensos.

O treinamento fisico aerdbio regular provoca beneficios importantes em individuos

portadores de disfungdes cardiacas e com insuficiéncia cardiaca, na medida em que melhora a
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funcdo do coragdo, a satde, a qualidade de vida, e reduz a morbidade e a mortalidade em
individuos de ambos os sexos, de todas as idades e em todos os estagios das disfungdes
(Paffenbarger et al.,, 1993; Gulati et al., 2003). Dados epidemioldgicos e de meta-analise
indicam que a melhora da capacidade aerdbia ou da capacidade para o exercicio fisico, juntas
ou isoladamente, podem reduzir efetivamente a mortalidade, os eventos cardiacos e o niimero
de hospitalizacdes em homens e mulheres com problemas cardiacos estabelecidos, ou com
alto risco de desenvolvimento (Myers et al, 2002, Kodoma et al., 2009). Portanto, o
treinamento fisico aerdbio regular melhora a condigdo fisica dos individuos na saude e na
presenca de doencas cardiacas (Kemi & Wisloff, 2010).

A acdo de bomba do coragdo origina-se da contracdo coordenada dos cardiomidcitos.
Os cardiomidcitos sdo as células primarias do coracdo, e embora correspondam a
aproximadamente 20% da populacdo total de células cardiacas, os mesmos determinam mais
de 90% da massa miocardica, em fun¢do do tamanho de cada cardiomidcito (Bergmann et al.,
2009). Os cardiomioécitos respondem de vdarias formas aos estimulos provocados pelo
exercicio fisico, incluindo adaptagdes celulares e subcelulares que podem modular a
contragao intrinseca (Diffee, 2004; Kemi & Wisloft, 2010).

Quando a sobrecarga ou a intensidade do exercicio fisico aumenta, a forga e a
amplitude de contracdo de cada cardiomidcito também deve aumentar para garantir um
volume de ejecdo apropriado (Bers, 2002). O aumento do débito cardiaco ¢ uma adaptacao
central provocada pelo treinamento fisico aerdbio, uma vez que ¢ o maior determinante do
transporte de oxigénio e suprimento aos tecidos (Blomqvist & Saltin, 1983; Kemi & Wisloff,
2010). Portanto, a maioria das adaptagdes cronicas induzidas pelo treinamento fisico sobre o
coragdo, origina-se de adaptagdes nos cardiomiocitos isolados.

Os efeitos do treinamento fisico aerobio de intensidade baixa a moderada sobre a
funcdo de cardiomidcitos isolados, incluem melhorias nas propriedades contrateis e elétricas,
algumas das quais nds ja mostramos que ocorrem em ratos normotensos (Natali et al., 2002) e
em ratos hipertensos (Carneiro-Junior et al., 2010, Roman-Campos et al., 2012). Por outro
lado, outros autores mostraram que melhorias na fun¢do de cardiomidcitos isolados de ratas
normotensas, ocorrem apenas em resposta ao treinamento aerébio de alta intensidade (Wisloff
et al., 2001; Kemi et al., 2004; Kemi et al., 2005; Kemi et al., 2007).

O presente estudo mostrou adaptacdes funcionais provocadas pelo treinamento fisico

aerdbio de intensidade baixa sobre cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo de ratos
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normotensos e hipertensos, e identificou modificagdes em mecanismos subcelulares que
podem explicar as melhorias observadas no inotropismo e lusitropismo celular.
Nossos achados confirmam que o programa de corrida em esteira de baixa intensidade

2+]i e da

melhorou a fungdo sistélica celular, resultado do aumento do transiente de [Ca
diminuicio do tempo para liberagio do [Ca®']; que juntos, explicam a maior amplitude e
velocidade de contracdo celular observadas nos cardiomiocitos isolados do ventriculo
esquerdo dos ratos normotensos e hipertensos treinados. Além disso, o programa de corrida
em esteira de baixa intensidade melhorou a funcdo diastdlica celular, observada através do
aumento da velocidade de relaxamento, que pode ser explicado pela diminuigdo do tempo
para recaptagio do [Ca’']; nos cardiomidcitos isolados do ventriculo esquerdo dos ratos
normotensos e hipertensos treinados. Todavia, apds o periodo de destreinamento, todas essas
adaptacdes regressaram aos niveis correspondentes dos animais ndo treinados, tanto nos
cardiomi6citos isolados do ventriculo esquerdo dos animais normotensos quanto nos
hipertensos.

No coragdo, o transiente de [Ca®'];, a contragio e o relaxamento celular sio modulados
principalmente pela SERCA2a e seu regulador enddgeno, a FLB, que quando esté associada a
SERCA2a, diminui o transporte de Ca’" ¢ a sua atividade de ATPase. O NCX também
contribui para a remogdo do Ca*" dos cardiomiécitos durante o relaxamento. A SERCA2a
remove a maior parte do Ca®" do citosol (decaimento de Ca®") através de transporte ativo, e
restaura a carga de Ca”" do reticulo sarcoplasmatico antes da préxima contragdo (Bers, 2001).

A magnitude da remogdo de Ca*" do citosol, durante o relaxamento celular, é espécie-
dependente, uma vez que durante esse processo, a fragio de Ca”" transportada para o reticulo
sarcoplasmatico através da SERCA2a; a fragdo de Ca’" transportada para fora dos
cardiomibcitos através do NCX; e a fragdo de Ca® transportada pela Ca®" ATPase do
sarcolema junto com a captagdo mitocondrial de Ca*"; correspondem a 70, 28 e 2% em
cardiomiocitos isolados de coelhos e, 92, 7 ¢ 1% em cardiomiocitos isolados de ratos,
respectivamente (Bassani et al., 1994). Nesse sentido, a magnitude dos efeitos do treinamento
fisico sobre esses sistemas, também deve diferir entre as espécies.

A fosforilagdo da FLB através da PKA e da CaMKII (nos residuos de serina 16 e
treonina 17, respectivamente), ¢ o principal mediador do efeito positivo sobre o inotropismo e
lusitropismo, provocado pela estimulacdo B-adrenérgica no musculo cardiaco, uma vez que
ocorre a sua dissociagdo e consequentemente a remocdo da sua inibicdo sobre a SERCA2a

(Wegener et al., 1989; Mattiazzi et al., 2005).
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O aumento na atividade da SERCA2a e da taxa de recaptagio de Ca”" para o reticulo
sarcoplasmatico induzido por essas fosforilagdes, provoca um aumento na velocidade de
relaxamento celular, aumento do contetdo de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico, e
consequentemente, um aumento da liberagdo de Ca*" ¢ da contratilidade celular durante a
sistole (Bers, 2001; MacLennan & Kranias, 2003; Mattiazzi et al., 2005).

Nossos resultados mostraram que a hipertensdo ndo afetou a expressdo protéica da
FLBt, da SERCA2a, do NCX, e a fosforilagdo da FLBs16 no ventriculo esquerdo dos animais
SHR. Esses achados estdo de acordo com os apresentados por Shorosfsky et al. (1999), que
também ndo verificaram diferenga na expressdo protéica da FLBt e da SERCA2a no
ventriculo esquerdo de animais SHR e controles. Alguns estudos também mostraram niveis
similares na expressdo protéica da FLBt, fosforilagdo da FLBe16 (Kolwicz et al., 2007) e
expressdo da SERCA2a (MacDonell et al., 2005) no ventriculo esquerdo de ratas SHR e
controles, enquanto outros mostraram um aumento na expressdo do NCX associado a
hipertensao (MacDonell et al., 2005; Garciarena et al., 2009).

Por outro lado, o programa de corrida em esteira de baixa intensidade aplicado
aumentou a fosforilacdo da FLBgee, expressdao protéica da SERCA2a, sem alteracdes na
expressdo da FLBt e do NCX; provocando uma reducdo da razio FLBt/SERCA2a no
ventriculo esquerdo dos ratos normotensos e hipertensos. Esses resultados indicam que a
fosforilagdo da FLB no residuo de serina 16 pela PKA, e a expressao protéica da SERCA2a
no ventriculo esquerdo de ratos normotensos e hipertensos, sio moduladas pelo treinamento
aerobio de baixa intensidade.

A diminuigdo da razio FLBt/SERCA2a aumenta a sensibilidade ao Ca*" ¢ a atividade
enzimatica da SERCA2a, uma vez que a FLB ¢ o inibidor primario da SERCA2a (MacLennan
& Kranias, 2003). Portanto, se a expressdao da SERCA2a aumentou, enquanto a expressdo da
FLBt se manteve inalterada, consequentemente a razdo FLBt/SERCA2a diminuiu em resposta
ao programa de corrida em esteira de baixa intensidade aplicado, indicando reducdo da
inibicdo da SERCA2a no ventriculo esquerdo.

O aumento da fosforilagdio da FLBsyis no ventriculo esquerdo dos animais
normotensos e hipertensos treinados pode sugerir um aumento da atividade simpatica no
coragdo dos mesmos. A estimulagdo dos receptores f-adrenérgicos aumenta a fosforilagao da
FLBser16 através da via AMP ciclico/PKA conforme descrito na literatura (Bers, 2001;

Mattiazzi et al., 2005). Todavia, esse mecanismo parece ter sido diferente em nosso estudo.
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Outras cascatas subcelulares que também modulam a fosforilagdo/desfosforilagdo da FLB
(Bers, 2001; Sabine et al., 1995) podem ter contribuido para esse achado.

O aumento da expressdo protéica da SERCA2a também pode ter afetado/melhorado o
inotropismo cardiaco, devido ao prolongamento do tempo de enchimento ventricular e ao
maior acimulo de Ca®" no reticulo sarcoplasmatico (Kemi et al., 2008a).

Alguns estudos também mostraram que o exercicio fisico aerobio de alta intensidade
aumenta a expressao protéica da SERCA2a (Wisloff et al., 2001; Kemi et al., 2007; Kemi et
al., 2008a), fosforilacdo da FLBy,17 (Kemi et al., 2007), sem alteracdo dos niveis protéicos da
FLBt (Kemi et al., 2007; Kemi et al., 2008a), no ventriculo esquerdo de ratas normotensas.

Em animais hipertensos, foi mostrado um aumento na expressao protéica da SERCA2a
sem alteracdo no conteido de NCX apds o treinamento fisico com natagdo de intensidade
baixa a moderada (Garciarena et al., 2009). Outro estudo mostrou um aumento na fosforilagao
da FLBg16, da FLByy,y17, sem alteragdo no conteudo protéico da FLBt, do NCX e da SERCA2a
no ventriculo esquerdo de ratas SHR, apo6s o treinamento com corrida em esteira de baixa
intensidade (MacDonell et al., 2005). No trabalho de Kolwicz et al. (2007), o programa de
corrida em esteira de baixa intensidade, ndo alterou a expressdo protéica da FLBt, a
fosforilagdo da FLBge16, porém aumentou a fosforilagdo da FLBy,17 no ventriculo esquerdo de
ratas SHR.

Sendo assim, o aumento na fosforilagdo da FLBgis € expressio da SERCA2a no
ventriculo esquerdo dos animais treinados, e a reducdo da razdo FLBt/SERCA2a, sdo
provaveis explicagdes para o aumento no transiente de [Ca®’]; e na amplitude de contragio
celular, redugio da duragio do transiente de [Ca®']; (diminui¢des do tempo para o pico do
transiente de [Ca®']; e do tempo para 50% do decaimento de [Ca®'];) e aumento na velocidade
de contracdo e relaxamento celular, observados em nosso estudo, nos animais normotensos e
hipertensos, submetidos ao programa de corrida em esteira de baixa intensidade.

Entretanto, as adaptagdes cardiovasculares ao exercicio fisico regular sdo altamente
dindmicas, sendo que todas essas melhorias observadas nas propriedades moleculares e
mecanicas dos cardiomiécitos do ventriculo esquerdo dos animais normotensos € hipertensos,
em resposta ao programa de corrida em esteira de baixa intensidade por 8 semanas, foram
completamente revertidas no periodo de apenas 4 semanas sem treinamento.

Nessa mesma linha, alguns autores j& mostraram reversdo da bradicardia de repouso
induzida pelo treinamento fisico com corrida em esteira, sobre o coragdo de ratos (Evangelista

et al.,, 2005), e perda das melhorias sobre a funcdo inotrépica e lusitropica de musculos
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papilares isolados de ratas treinadas em natagdo, apos 2 semanas de destreinamento (Bocalini
et al., 2010). Em nivel celular, o aumento da contratilidade celular e da cinética do transiente
de [Ca®']; em cardiomibcitos isolados do ventriculo esquerdo de ratas, apds o treinamento
intervalado com corrida em esteira de alta intensidade por 13 semanas, foram revertidos
completamente apds 4 semanas de destreinamento (Kemi et al., 2004).

Nossos resultados fornecem evidéncias consistentes de que a funcdo dos
cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo ¢ determinante da capacidade para o exercicio
fisico. NO0s mostramos que a capacidade fisica dos animais, medida através do TTF,
correlacionou-se fortemente com melhorias das fungdes sistolica (aumento do transiente de
[Ca®]; e redugdo do tempo para o pico do transiente de [Ca®'];) e diastdlica (reducdo do
tempo para 50% do decaimento de [Ca®'];), tanto apds o programa de corrida em esteira de
baixa intensidade por 8 semanas, quanto apos o periodo de destreinamento por 4 semanas,
quando todos esses beneficios foram abolidos.

Esses resultados estdo de acordo os de Kemi et al. (2004), que mostraram correlagdes
similares entre 0 VOimsx (Volume maximo de oxigénio) e as propriedades mecanicas de
cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo de ratas, que melhoraram em resposta ao
treinamento com corrida em esteira de alta intensidade, e foram anuladas apds 4 semanas de
destreinamento.

Todos esses dados em conjunto suportam a ideia de que os aspectos centrais das
adaptacdes do miocardio ao treinamento fisico/destreinamento emergem das adaptagdes
celulares e subcelulares. Embora o volume de eje¢do ventricular seja regulado por fatores
extrinsecos como o retorno venoso, a regulagdo neurohumoral e o pds-carga, estudos prévios
identificaram correlagdes significantes entre a fung¢do contratil de cardiomidcitos isolados e a
fun¢do cardiaca in vivo, indicando uma contribuicdo fundamental das propriedades
miocardicas intrinsecas relacionadas aos niveis moleculares e celulares (Wisloff et al., 2001;
Wisloff et al., 2002; Loennechen et al., 2001; Kemi et al., 2004).

A partir de todos esses resultados, o presente estudo permite sugerir que o treinamento
fisico aerdébio de baixa intensidade provoca adaptagdes substanciais na fungdo de
cardiomiocitos isolados que podem contribuir significativamente para melhora da saude
cardiaca e aumentar a resisténcia a problemas cardiovasculares. Os achados do estudo
também mostraram que esses beneficios ocorrem em coragdes com hipertrofia patoldgica

provocada pela hipertensdo arterial.
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O conjunto desses achados apresenta relevancia clinica, na medida em que dé suporte
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas baseadas no treinamento fisico aerdbio de
baixa intensidade, objetivando a prevencdo da insuficiéncia cardiaca como consequéncia da
progressdo da hipertrofia cardiaca patologica induzida pela hipertensdo arterial. Além disso,
demonstra os beneficios e a importancia da manutengdo permanente de um estilo de vida

fisicamente ativo.
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6. CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

- O programa de corrida em esteira de baixa intensidade, reduziu a PAS de ratos hipertensos e
a FCR de ratos normotensos e hipertensos. Apds o periodo de destreinamento, essas

adaptagdes foram revertidas;

- O programa de corrida em esteira de baixa intensidade, aumentou a amplitude e reduziu a
~ e e . L, 1. . 2+ . ., . .

duragdo das fases sistolica ¢ diastolica do transiente de [Ca” ]; de cardiomidcitos isolados do

ventriculo esquerdo de ratos normotensos e hipertensos. Apds o periodo de destreinamento,

essas adaptagdes foram revertidas;

- O programa de corrida em esteira de baixa intensidade, aumentou a amplitude de contragao,
a velocidade de contracdo e a velocidade de relaxamento de cardiomiodcitos isolados do
ventriculo esquerdo de ratos normotensos e hipertensos. Apds o periodo de destreinamento,

essas adaptagdes foram revertidas;

- O programa de corrida em esteira de baixa intensidade, aumentou a fosforilagdo da FLBg16
e a expressdo protéica da SERCA2a no ventriculo esquerdo de ratos normotensos e

hipertensos. Apods o periodo de destreinamento, essas adaptacdes foram revertidas;

- O programa de corrida em esteira de baixa intensidade seguido de um periodo de
destreinamento, ndo afetou a expressdo das proteinas FLBt e NCX no ventriculo esquerdo de

ratos normotensos e hipertensos;

- O programa de corrida em esteira de baixa intensidade, diminuiu a expressdo génica da a-
actina esquelética, FNA, ¢ aumentou a razao o-MCP/B-MCP no ventriculo esquerdo de ratos

hipertensos. Apds o periodo de destreinamento, essas adaptacdes foram revertidas;

- O programa de corrida em esteira de baixa intensidade seguido de um periodo de
destreinamento, ndo afetou a expressdo gé€nica da a-actina esquelética, FNA e a razio o-

MCP/B-MCP no ventriculo esquerdo de ratos normotensos.
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